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I. — RecuerRcHES SUR LA LEISHMANIOSE OCULAIRE. 


La leishmaniose spontanée ou expérimentale du chien peut 
provoquer des lésions oculaires. Ch. Nicolle, déja en 1908 (1), 
a l'occasion de la premiére observation tunisienne de kala-azar 
(Nicolle et Cassuto), relatait le cas suivant : « Une chienne 
appartenant & un voisin et avec laquelle l'enfant (le malade) 
jouait de temps en temps, a présenlé au printemps quelques 
symptémes morbiles : amaigrissement, fiévre, éroubles de la 
vue; ceux-ci ontamené une cécité presque totale. » Dans la 
description de Nicolle on ne trouve pas de précisions: s’agis- 
sait-il dune kératite ou de troubles de la visibilité dus a 
d’autres causes? La ponction de la rate de cette chienne n’avait 
pas amené de leishmanies. et les animaux d’expérience ino- 
culés avec le produil de la ponction sont restés indemnes. Iluit 
mois plus tard, la chienne fut examinée par Cuénod (2); elle 
montrait un glaucome subaigu. L’aulopsie de l’animal ne 1évéla 


(1) Ca. Nicotts. Arch. Inst. Pasteur de Tunis, 1908, p 9. 
(2) Ca. Nrcotie et Cu. Comre. Arch. Inst. Pasteur de Tunis, 1908, p. 59. 
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rien de particulier. Cette chienne avait-elle eu des troubles 
oculaires d’origine leishmanienne? Nous ne pouvons pas 
l’affirmer. Peu de temps apres, toujours Nicolle, qui avait été 
le premier & faire le rapprochement entre la leishmaniose 
canine et le kala-azar de l‘homme, signalait un deuxiéme cas 
de troubles oculaires chez le chien, mais toujours sans confir- 
mation histo-microscopique. 

La sensibilité de la cornée des animaux vis-a-vis des leish- 
manies a été prouvée expérimentalement, pour la premiére 
fois, par Volpino (1). Ce savant italien a réussi 4 provoquer 
chez un lapin une kératite interstitielle, en badigeonnant la 
cornée scarifiée avec de la moelle osseuse provenant d’un chien 
infecté avec le kala-azar. Trois semaines aprés |’inoculation, la 
cornée était opaque et sur les frottis on voyait des leishmanies 
dans des cellules mononucléaires. 

A la séance du 9 juillet 1913 de la Société de Pathologie 
exolique, Laveran (2) a présenté un chien porteur d’une kéra- 
tite. L’animal avait été inoculé par voie intraveineuse avec du 
virus leishmanien indien. Un deuxiéme chien, inoculé dans le 
foie avec du virus tunisien, a présenté également une opacifica- 
tion cornéenne. S'agissait-il, dans ces deux cas, de kératites 
leishmaniennes? C’est bien probable, mais Laveran n’a pas 
cherché les parasites dans ces processus cornéens. Ce méme 
savant a vu plus tard, une double kératite survenant chez un 
chien, quatre cent cinquante-six jours aprés l’inoculation faite 
ailleurs que dans l’ceil (3). 

Histologiquement, la kératite leishmanienne a été étudiée 
pour la premiére fois par Ed. Sergent et ses collaborateurs (4). 
Ces auteurs ont trouvé d’abord un chien atteint de leishma- 
niose naturelle, amaigri, présentant des lésions suppurantes 
de l’angle des yeux et une kératite double; ils ont trouvé 
ensuile 3 autres cas semblables (un dans un milieu infecté 
— enfant, chat, chien -— et deux a la fourriére). Les coupes 
de la cornée de l'un des deux derniers chiens, ont mon- 
tré une kératite interstitielle avec présence de parasites 


1) G. Votrino. Pathologica, 1°* février 19141. 
2) A. Laveran. Bull. Soc. Path. exot., 6, 1913, p. 477. 
3) 


&) G Lemarre, Ep. Sencent et A. Luéritigr. Bull. Soc. Path. exot, 7, 1914, 
4 


p. 193-194, 
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dans des mononucléaires logés entre les lames cornéennes. 

Depuis, plusieurs autres auteurs ont vu des kératites au 
cours de la leishmaniose du chien. 

Ainsi, Falchetti (1) examine le globe oculaire chez des chiens 
ayant une kératite avec ulcération simple. [l trouve des leish- 
manies dans la sclérotique, loin de la cornée, dans une région 
ou aucune lésion apparente n’eut pu les faire présumer. 
Nattan-Larrier et Grimard (2) voient chez le chien infecté, des 
parasites, jusque dans les couches les plus superficielles de la 
cornée opacifiée, ainsi que dans les ulcéres cornéens; avec 
Faure-Brac, Nattan-Larrier trouve des leishmanies dans les 
larmes méme des animaux porteurs de Jésions oculaires. 
Ajoutons encore que Donatien et Lestoquard (3) ont vu, eux 
aussi, des kératites chez des chiens en puissance de leishma- 
niose. 

Metelkin (4) s’éléve contre l’interprétation étiologique de la 
kératite chez le chien d’aprés le simple diagnostic clinique, 
dans des zones d’endémicité de leishmaniose. A juste raison, il 
affirme que ni la conjonctivite, ni Ja kératite, ni la présence 
simultanée des deux processus n’ont de signification diagno- 
stique particuliére; il faut, pour conclure a la leishmaniose, 
que d’autres sympt6mes soient également présents, la kérato- 
conjonctivite pouvant étre occasionnée par des causes multiples 
(toxoplasmose, trypanosomiase, microfilariose, maladie du 
jeune age). 

Chez le hamster infecté expérimentalement par inoculation 
sous-cutanée, Meleney (5) a trouvé des cellules parasitées dans 
la partie postérieure de la sclérotique, ot celle-ci joint le tissu 
conjonctif orbitaire. Hoeppli (6) a décrit, chez un hamster 
infecté treize mois et demi auparavant, un épaississement des 
paupiéres avec présence de leishmanies dans le tissu con- 
jonctif. 

Citons encore, 4 propos des complications oculaires de la 


E. Faucuertti. Bull. Soc. Path. exot., 25, 1932, p. 1036-1039. 

L. Narran-Larniger et L. Grimaro. Bull. Soc. Path. exot., 28, 1935. p. 270. 
A. Donatien et F. Lestoguarn. Bull. Soc. Path. exot., 28, 1935, p. 426. 

A. 1. Mererkin. Arch. f. Schiff. u. Tropp. Hyg.. 32, 1928, p. 41-43. 

H. E. Mevenry. Amer. J. of Path., 1, 4923. p. 147-168. 

R. Hogpeui. Arch. f. Schiff. u. Tropp. Hyg., 33, suppl. 3, 1929, p. 101-413. 
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leishmaniose généralisée, les cas publiés par Bhaduri (1), Fei- 
genbaum (2), Dusseldorp (3) et par Chams (4). 


* 


x 


Nous avons fait une étude histo-pathologique délaillée sur 
les yeux d’un chien infecté expérimentalement, avec des leish- 
manioses, par le professeur Henry, 4 Alfort, et gardé ensuite 
a l'Institut Pasteur (service de Protistologie) ot il est mort, un 
an environ plus tard, de la maladie généralisée. Il s’agit de l’ani- 
mal présenté par l’un de nous & la séance du 11 décembre 1935 
de la Société de Pathologie exotique (5) pour l'état caractéristique 
de ses Iésions cutanées. Son observation complete a élé publiée 
dans la Revue de Pathologie comparée (6), peu de jours avant 
sa mort. Du point de vue oculaire, il n’avait jamais présenté 
autre chose qu’une légére opacification du cristallin; les cornées 
avaient paru toujours intactes, les conjonctivés de méme. 
Pourtant, animal montrait cliniquement une certaine cécité 
qui faisait qu'il n’évitait pas les obstacles dans sa marche, 
mais s'y butait comme s’il ne les voyait pas. S’agissait-il des 
altérations histologiques des tissus oculaires, ou bien de lésions 
nerveuses d'origine cortico-cérébrale? Nous donnons la réponse 
dans ce qui suit. 

Les yeux du chien onl été fixés dans du liquide Duboseq- 
Brazil-Bouin et inclus dans la paraffine. Les coupes de 5 » 
d’épaisseur, intéressant le globe oculaire dans son plus grand 
diamétre selon un plan vertical antéro-postérieur, ont été colo- 
rées par diverses méthodes, notamment par celle de Mann qui se 
préte trés bien a la fois 4 la recherche des leishmanies et 8 l'étude 
cytologique assez précise. Voici le résultat de nos examens : 


Cornfée. — Quelques cellules de l’épithélium antérieur de la 
cornée, dégénérées, ont le noyau ramassé en un bloc oxyphile 
et le cytoplasme frappé de nécrose de coagulation. Autour de 


B. N. Buavurt. Ind. Med. Gaz., 62, 1927, p. 144. 

Frrcensaum. Berl. u. d. Versamml. d. deutsch. opht. Gesellsch., 46, 1921, p. 395. 
M. Dussexpore. Bol. Inst. de Clin. quir., 3, 1927, p. 452-459. 

G. Cuams. Lyon méd., 140, 1927, p. 24; 4rch. d’opht., 47, 1930, p. 38-44. 
Cu. Pérarv. Bull. Soc. Path. exut., 28, 1935, p. 888. 


(1) 
(2) 
(3) 
(4) 
(5) 
(6) Cu. Pérann. Rev. Path. com. et Hyg. gén , 36, 1936, p. 110. 
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Fic. 1. — Leishmanies dans des cellules de ]’épithélium antérieur de la 
cornée; L, cellule épithéliale renfermant de nombreux parasites; C, lames 
cornéennes; E, épithélium antérieur; P, protoplasme altéré. 


Fie. 2. — Cornée; parasites entre les lames cornéennes, contenus ou non 
dans des mononucléaires; E, épithélium antérieur; C, lames cornéennes ; 
L, leishmanies al’intérieur des mononucléaires ; P, parasites entre les lames 
cornéenunes; I, cellules d’infiltration. 


Fis. 3. — Cornée, pres du limbe; l’épithélium de recouvrement est formé par 
plusieurs couches cellulaires (E); entre les lames cornéénnes, nombreuses 
cellules bourrées de parasites (L), et des cellules mononucléaires d’infil- 


tration. 
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ce protoplasme mort, on voit des parasites qui occupent l’espace 
qu’emplissait auparavant la cellule dont le cyloplasme s'est 
rétraclé. Dans d’autres cellules de l’épithélium cornéen, moins 
lésées, de rares leishmanies siégent dans le cytoplasme (fig. 1). 

Entre les lames cornéennes, on voit des cellules mononu- 
cléaires renfermant des leishmania, cellules isolées (fig. 2), ou 
méme groupées (tig. 3). 

La ot l’on constate la présence des cellules parasitées grou- 
pées, on trouve également des cellules d’infiltration, toutes des 
mononucléaires, monocytes et cellules plasmatiques. Par 
endroils, on voit entre les lames cornéennes des fentes rem- 
plies de cellules bourrées de leishmanies (fig. 4). 

L’infection est plus accentuée dans le parenchyme cornéen 
vers le limbe scléro-cornéen. A ce dernier niveau, il y a de 
nombreuses cellules parasilées (fig. 3). Nous n’avons pas trouvé 
de parasites dans la membrane de Décemet, ni dans |’épithé- 
lium postérieur de la cornée. . 

Dans le /imbe scléru-cornéen les cellules parasitées sont nom- 
breuses. 

La sclérotique, qui fait suile & la cornée, est encore plus para- 
sitée que ce dernier tissu. L’épithélium stratifié de la mem- 
brane propre de la sclérotique bulbaire, comme d’ailleurs I’ épi- 
thélium antérieur de la cornée auquel il fait suite, renferme de 
rares cellules parasitées. Entre les lames conjonctives de la 
scléroltique, de nombreuses cellules, isolées ou groupées, ren- 
ferment des leishmanies dans le cytoplasme (fig. 5). 

L’infiltration interstitiellea mononucléaires est trés accentuée 
et, par endroits, les éléments d’infillration forment de vraies 
travées épaisses. Ces constatations sont valables pour n’importe 
quel endroit de la sclérotique, au pourtour du globe oculaire. 

En dessous de la sclérotique, dans la membrane choroide, 
nous avons trouvé de rares cellules renfermant des parasites et 
seulement dans le voisinage immédiat de la zone appelée ora 
serata. Les leishmanies peuvent se loger méme dans le cyto- 
plasme des cellules qui renferment du pigment choroidien. 

Dans la rétine, malgré le grand nombre d’examens effectués, 
nous n’avons pas vu de parasites. 

Par contre, les muscles ciliaires sont farcis de cellules rem- 
plies de leishmanies (fig. 6). 
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A ce niveau, les parasites se trouvent soit dans des mono- 
nucléaires d’infiltration & protoplasma clair, soit dans des 
cellules pigmentées; toutes ces cellules parasitées sont logées 


+ NIANWLE NOD” 
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Fic. 4. — Cornée; une fente entre les lames cornéennes (C), 
remplies de cellules parasitées (L), et méme de parasites libres. 


Fic. 5. — Région antérieure de la sclérotique; nombreuses cellules remplies de 
leishmanies (L), logées entre les lames conjonctives (L. c.); V, vaisseau ; 
I, mononucléaires d infiltration. 


entre les fibres musculaires lisses qui constituent l’ensemble 


des muscles ciliaires. 
Iris. — La couche limitante antérieure, ainsi que l’épithé- 
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jium antérieur de l'iris sont intacts, de méme que Ja mem- 
brane de Bruch et la partie irienne de la rétine. Par contre, 
dans Je stroma conjonctif de Viris, on voit des cellules 
chargées ou non de pigment et renfermant des leishmanies 
plus ou moins nombreuses (fig. 7). 


Fic. 6. — Plexus ciliaire, au yoisinage de l’ora serata; M, fibres musculaires 
lisses; G, cellules renfermant du pigment; CP, cellules contenant des 
leishmanies; L, cellules bourrées de parasites; P, pigment; I, mononu- 
cléaires d’iufiltration. 


Les cellules parasilées, tres nombreuses dans la partie de 
liris s’ins*rant au niveau des plexus ciliaires, nombreuses 
dans sa partie moyenne, sont absentes dans ja partie pupil- 
laire de Ja membrane. 

Dans l’espace de Fontana, les cellules remplies de parasites 
sont assez nombreuses (fig. 8). 
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Le cristallin ne présente aucune altération histologique; 
absence de leishmanies. 

Nous n’avons pas réussi & trouver des parasites dans l’épais- 
seur du nerf optique, ni dans les petits filets nerveux qui 


aD -<CONKTAN TIM. 


Fic. 7. — Iris; cellules remplies de leishmanies, 
siégeant dans le stroma conjoncltif de TJiris. 


Fic. 8. — Cellules parasilées entre l’espace de Fontana et le canal de Schlemm: 
sur le dessin on voit de rares fibres conjonctives, du pigment, des cellules 
remplies de leishmanies et des mononucléaires d infiltration. 


l’accompagnent, mais seulement et rarement dans des cellules 
logées dans le périnévre. 
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La musculature extrinséque qui régle les mouvements de 
l’eil n’a pas d’altérations constantes. (a et 1a, entre les fibres 
musculaires striées, on voit des trainées de cellules parasilées ; 
les vaisseaux sont parfois entourés de manchons formés par 
des mononucléaires d’infiltration. On peut rencontrer, dans 
l’épaisseur du tissu musculaire, des nodules constitués par_des 
cellules conjonctives et des mononucléaires; au centre de ces 


Fic. 9. — Nodule a leishmanies, dans la musculature extrinseque de l’wil; 
M, fibres musculaires striées. 


nodules, on apercoit des cellules contenant des leishmanies 
(fig. 9). 

Dans les coupes de la paupiére, on rencontre deux sortes 
daltérations : celles qui correspondent a la peau, et celles qui 
affectent la muqueuse. - 

Les lésions de la peau, nous les laisserons de coté; celles de 
la muqueuse se résument & l’altération de 1l’épithélium de 
recouvrement au sein duquel on peut rencontrer de véritables 
petits foyers de leishmanies (fig. 10). 
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Dans le chorion, on trouve de tres nombreuses cellules para- 
silées formant des trainées épaisses. 

Nous n’avons pas vu de parasites dans ies glandes siégeant 
dans l’épaisseur de la conjonctive, mais seulement dans des 
cellules périglandulaires (fig. 11). 

Le schéma de la figure 12 montre l'ensemble de nos consta- 
tations. Ajoutons que, partout oi nous avons trouvé des cel- 


Fie 10. Fie tt. 


FE ie 
Fie. 140. — Foyer 4 leishmanies (F) 
dans l’épithélium de recouvrement de la conjonctive oculaire. 


Fic. 11. — Cellule renfermant des leishmanies (L), 
située entre les tubes d’une petite glande de la conjonctive oculaire. 


lules bourrées de leishmanies, nous avons vu également des 
parasites libres, non inclus dans des cellules. 

Il est ainsi intéressant de constater que la sclérotique, la 
cornée, la conjonctive et Vzrts, parties de l’ceil bien visibles et 
qui paraissaient normales, renfermaient de nombreuses leish- 
manies chez le chien mort de la maladie généralisée. La pré- 
sence de parasites dans ces tissus, ainsi que dans les plexus 
ciliaires, dans les muscles de |’eil et dans les gaines lympha- 
tiques des nerfs (voire méme, ainsi que nous le montrons plus 
loin, dans les troncs nerveux et dans les ganglions sympa- 
thiques), peut expliquer facilement la cécité de notre animal. 


474 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Il est également inléressant de rapprocher ce phénoméne de 
présence de parasiles dans les tissus oculaires d’aspect macros- 
copique parfaitement intact, avec l’existence de leishmanies 
dans le revétement cutané dépourvu de toute lésion apparente, 


"| i i 
\V\\ i Chambre 
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Fic, 12. — Schéma montrant une coupe d’ensemble de I’ceil avec les régions 

ayant servi aux dessins précédents; les endroits parasités sont marqués 
avec de petites croix; ies numéros correspondent aux numéros des figures 
reproduites plus haut. EA, épithélium antérieur; EP, épithélium posté- 
rieur; B, membrane de Bowmann; D, membrane de Décemet; LSC, limbe 
scléro-cornéen; ES, épithélium stratifié; MP, membrane propre de la sclé- 
rotique bulbaire; Cj, conjonctive; PP, partie pupillaire de l'iris; CL, couche 
limitante antérieure; St. c. stroma conjonctif; MB, membrane de Bruch: 
PIR, parlie irienne de Ja rétine; EF, espace de Fontana; CS, canal de 
Schlemm; MC, muscles ciliaires; Cr, cristallin; ZC, zone ciliaire ou zone 
de Zinn; OS, ora serata; R, rétine; Ch, choroide. 
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ainsi que l’ont montré les travaux de Adler et Theodor (1), de 
Falchetti et Faure-Brac (2), de Redaelli (3) et de Donatien et 
Lestoquard (4) chez le chien, de Benhamou et Fourés (5) chez 
enfant malade de kala-azar (6). 


II. — RecuercHes surR LES ALTERATIONS 
ET LA PRESENCE DES LEISHMANIES DANS LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL 
ET PERIPHERIQUE. 


Ce qui frappait cliniquement chez le chien qui a fait l'objet 
des recherches exposées plus haut, en dehors de ses ulcéres 
cutanés, de sa maigreur et de son mauvais état général, c’élait 
la présence de symptdmes nerveux : l’anesthésie cutanée, 
l'insensibilité totale de ses testicules qu’on pouvait trans- 
percer avec une aiguille sans obtenir le moindre indice de 
souffrance de la béte, ainsi que la quasi symétrie des empla- 
cements des ulcéres de la peau. 

Nous avons voulu nous rendre compte de |’état histo-patho- 
logique du systéme nerveux central et périphérique de notre 
chien, afin de nous expliquer la physio-pathologie de ces symp- 
tomes nerveux. 

Il y adéja longtemps que l’attention de divers auteurs a élé 
attirée par les manifestations nerveuses de la leishmaniose 
humaine ou animale. Ainsi, dés 1903, Manson a signalé cer- 
tains caractéres cliniques d’ordre nerveux communs 8 la try- 
panosomiase du kala-azar. 

Ch. Nicolle et Comte (7) signalent, en 1908, la paralysie du 
train postérieur chez un chien infecté expérimentalement par 


(1) S. Apter et O. Tukovor. Proc. of Roy. Soc., 110, 1932, p. 402. 

(2) E. Faccaerit, foc. cif.; E. Faroners et G. Faure-Brac. Bull. Soc. Path. 
exrol., 25, 1932, p. 1091. 

(3) RepagLii, Anatomie pathologique de la leishmaniose du chien, Catane, 
1933 (cité d’aprés Donartien et Lestoquarp. Ed. de la Rev. de Path. comp., 1936, 

. 54). 
- (4) A. Donatien et F. Lestoguarn. Bull. Soc. Path. exot., 28, 1935, p. 426. 

(5) E. Bennamou et R. Fours. Bull. Soc. Path. exot., 28, 1935, p. 706 

(6) Un autre chien (n° 71), inoculé avec du matériel provenant de | animal 
dont l'un a fait l'objet du présent travail, mourut au bout de cing mois, avec 
de nombreuses leishmanies dans la moelle osseuse et dans la rate; l'étude 
histo-pathologique de ses yeux a mis en évidence des lésions comparables a 
celles décrites plus haut, et de nombreux parasites. 

(7) Ch. Nicotte et Ch. Comrs. Arch. Inst. Pasteur Tunis, fasc. 1, 1908, p. 152. 
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voie péritonéale avec un virus de kala-azar. Ces méimes auteurs 
cherchent, sans succes, des leishmanies dans le cerveau et dans 
le liquide céphalo-rachidien d’une chienne asphyxiée a la four- 
riére de Tunis et dont la rate et la moelle osseuse renfermaient 
des parasites typiques (1). 

Basile (2), le premier qui ait décrit la leishmaniose canine en 
Italie, mentionne, dans la maladie naturelle de cette espéce 
animale, un syndrome nerveux représenté par une paraplégie 
du train postérieur. 

Morpurgo (3), en 1914, décrit, & propos de la vingt et uniéme 
observation tunisienne de leishmaniose infantile, des convul- 
sions et des symplOmes méningés qui ont entrainé la mort d’un 
petit malade. 

La méme année, Francesco La Cava (4) publie le cas d’un 
enfant de quatre ans avec une symptomatologie nerveuse 
sévére et présence de nombreuses Leishmania dans le liquide 
céphalo-rachidien. A la mort de l’enfant, on trouve une dure- 
mere épaisse ayant des adhérences a la boite cranienne et 
parsemée de pétéchies hémorragiques; l'arachnoide avait un 
aspect légérement trouble, le liquide des espaces sous-arachnoi- 
diens était plus abondant que d’habitude, trouble et 4 caractéres 
d’exsudat; vascularisation intense des méninges; encéphale 
d’aspect normal. Ces constatations, relatées par Basile, La Cava 
et Visentini (5), ajoutaient la démonstration étiologique et 
anatomo-pathologique (macroscopique) a la symptomatologie 
des cas de La Cava et Morpurgo. 

Toujours Basile (6), en 1913, trouve dans la moelle épiniére 
d'un chien, de rares Leishmania (frottis et non pas des coupes!); 
il croit que, ainsi qu’il arrive dans la trypanosomiase, |’exis- 
tence de leishmanies dans le systeme nerveux central de l’hdte 
verlébré doit étre interprétée comme le dernier stade de l’évo- 
lution clinique de la maladie. 


(1) Ch. Nicortz et Ch. Cowte. Arch. Inst. Pasteur Tunis, 1908, a5 Bile 

(2) C. Bastie. Atti. d. R. Accad. Lincei; R. C. novembre 1910 (confirmé, entre 
autres, par W. L. Yaximorr et N. K. Yaktmorr. Arch. Inst. Pasteur Tunis, 1914 
fasc. 4, p. 249). ; ; 

(3) L. Morpurco Arch. Inst. Pasteur Tunis, 1914, fasc. 3, p. 444. 

(4) Fr. La Cava. Atti d. R. Accad. Lincei, R. C., 20, 1914, s. I, p. 778. 

(5) C. Basive, Fr. La Cava et A. Visentini. Affi d. R. Accad. Lincei, R. C 
20. 1914, s. II, p. 69. y 

(6) C. Basive. Alli d. R. Accad. Lincei, R. C., 22, 1913, s. I, p. 524. 
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Depuis, plusieurs auteurs ont observé des paralysies ou des 
parésies au cours de |’évolution de la leishmaniose canine, 
spontanée ou expérimentale. 

Citons le cas relaté derniérement par Nattan-Larrier et Gri- 
mard, et qui était affecté de troubles moteurs (1). 

Christophers (2) a signalé chez l'homme adulte mort de kala- 
azar, des pétéchies hémorragiques sur l’arachnoide, et, dans 
un cas, un foyer hémorragique sous la dure-mére. 

Dionisi (3) a vu des Leishmania dans les capillaires 
méningés des sujets morts de kala-azar. 

Plusieurs auteurs ont cherché, sans succés, chez l’homme, 
des leishmanies dans le parenchyme cérébral ou médullaire. 
D’aprés Laveran (4), le névraxe humain se montre, au point 
de vue histo-pathologique, presque toujours normal. 

Ajoutons encore que Shortt (5) n’a trouvé ni lésions, ni para- 
sites dans le cerveau de singes (Macaccus rhesus) infectés 
expérimentalement avec le kala-azar. 

Meleney (6), chez le hamster inoculé au Jaboratoire, a réussi 
a trouver des Lezshmania dans les capillaires méningés de 
Vencéphale et des plexus choroides, mais jamais dans le 
parenchyme cérébral ou dans les parois des vaisseaux 
névraxiques. Ce méme auleur a pu mettre en évidence, éza- 
lement, des leishmanies, dans quelques cellules parasitées, 
logées dans la lumiere des capillaires méningés ou des plexus 
choroides, chez un singe infecté expérimentalement. Chez ce 
méme singe, les coupes du cerveau ne présentaient aucune 
lésion. 

Enfin, Hoeppli (7) n’a pas trouvé de parasites dans le cerveau 
d'un hamster infecté par voie sous-cutanée, mais dit avoir vu 
des figures de neuronophagie dans l’encéphale (8). 


(1) L. Narran-Larrter et L. Grimaro. Bull. Soc. Path. exot., 28, 1935, p. 270. 
(2) S. R. Currsropners. Scientif. mem. by Offic. of the Med. a. Sanit. Dep. of 
the Gov. of India., Calcuta, 1904, N. S., nes 8 et 11. 

(3) A. Dionist. Malaria e Malattie dei paesi caldi, 4, juin-juillet 1913, p. 265. 
(4) A. Laveran, Leishmanioses. Masson, 1917. 

(5) H. E. Suorrr. Ind. J. of Med. Res., 11, 1923, p. 186-195. 

(6) H E. Metensy. Americ J. of Path. 4, 1925, p. 4147-168. 

(7) R. Hoxeptr. Arch. f. Schiff. u. Tropp. Hyg., 33, 1929, Beiheft 3, p. 101-113. 


(8) Nous présumons que ces altérations sévéres n’étaient pas en rapport 
avec l’infection leishmanienne mais réyélaient une infection préexistante, a 
agent étiologique non recherché. 
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En résumé, et selon les données glanées dans la littérature 
scientifique, les Leishmania se trouvent exceptionnellement 
dans le systeme nerveux central de [homme et des animaux 
(et seulement dans les méninges et dans les plexus choroides) 
et ne produisent jamais d’allérations dans le parenchyme 
névraxique (1), a l’encontre de ce qui se passe dans d'autres 
infections & protozoaires [paludisme (2), trypanosomiases (3), 
toxoplasmoses (4), Encephalitozoon cuniculi (5), Schizotry- 
panum crust (6), Trichomonas foetus (7), ete. |. 

Passons maintenant aux résultats de nos propres recherches 
qui ont porté sur l’examen microscopique non seulement du 
névraxe, mais aussi dusystéme nerveux périphérique (gan- 
glions spinaux, racines et troncs nerveux). 


Cerveav. — Sur des coupes nombreuses réalisées a diffé- 
rents niveaux de l’encéphale, nous n’avons trouvé aucune 
lésion parenchymateuse. Les méninges sont, par endroils, un 
peu épaissies et infiltrées avec des cellules mononucléaires 
dont quelques-unes, trés rares, renferment dans le cytoplasme 
des leishmanies. Nous n’avons pas constaté la présence de 
parasites dans les vaisseaux méningés ni dans ceux du paren- 
chyme. Les ventricules sont trés distendus, et, a l’autopsie, ils 
renfermaient une quanlité de liquide plus grande qu’a l’ordi- 
naire. Dans le 3° ventricule, le plexus choroiide est trés altéré, 
infiltré par de nombreuses cellules plasmatiques, de grosses 
cellules mononucléaires et des polynucléaires. Ga et la, dans Je 
tissu lésé du plexus, on voit des nids de monocytes bourrés 
de Leishmania. Les parasites se trouvent également dans des 
cellules conjonctives périvasculaires dans |’épaisseur du plexus 
choroide (fig. 13). 


(1) Nous expliquerons plus loin la présence des leishmanies sur les frottis 
fails par Basile (loc. cif.) avec la moelle de son chien. 

(2) A. Statineano, S. Nico.au et G. Batmus. Arch. Roum. Path. exp. el Microb., 
8, 1935, p. 5-43; 9, 1936, p. 193-208. 

(3) Y. Bertranp et J. Bastar. Ces Annales, 54, 1935, p. 91. 

(4) S. Nicorau et L. Koecrowska. ull. Soc. Path. exot., 28, 1933, p. 490-498. 

(5) C. Levapitt, S Nicorau et R Scnoen. Ces Annales, 38 1924, p. 654. 
(6) Nous remercions M. A. Lwoff qui nous a prété une série de prépara. 
lions microscopiques du systeme nerveux central d’un chien mort de la 
maladie de Chagas; les lésions sont tout a fait semblables a celles produites 
dans le névraxe par la toxoplasmose. 

(7) S. Nicorau et A. Lwore. Ces Annales, 55, 1935, p. 654-673. 
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Parfois, le noyau des cellules parasitées dégénére, entre en 
pycnose, ou seulement se ratatine; dans ce dernier cas, le 
caryoplasme tend a devenir homogéne et change d’affinité tinc- 
toriale en se colorant en bleu pale avec la méthode de Mann. 


S CONSTANTIN: 


Fic. 13. — Cellules bourrées de Jeishmanies 
dans le plexus choroide du chien. 


La barriére hémato-encéphalitique se montre ainsi efficace 
pour arréter l’invasion du cerveau par les leishmanies, les 
parasiles, véhiculés par le sang, entrent et se fixenl dans le 
plexus choroide, mais n’arrivent pas & envahir el 4 pulluler 
dans le parenchyme cérébral. Dans notre cas, les parois méme 
des ventricules se sont montrées tout & fait exemptes de leish- 
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manies. Rappelons que les choses se passent autrement dans 
la toxoplasmose par exemple : les parasites de l'infection natu- 
relle (cobaye, lapin, souris, chien) ou méme de I’infection 
expérimentale (inoculation intrapéritonéale), disséminés par la 
voie sanguine, infectent les plexus choroides, les parois ventri- 
culaires, pénétrent profondément dans le parenchyme cérébral 
et y pullulent. Le tissu encéphalique, donc, ne se montre pas 
trés propice a l’adaptation et a la culture in vivo des leish- 
manies; la preuve en est donnée encore par le fait que les 
parasites, quoique véhiculés par le sang, ne réussissent pas 4 
s'implanter et & se multiplier dans le névraxe au niveau des 
espaces périvasculaires. 

Une seule fois, nous avons décelé une altéralion dans le 
névraxe: dans le métencéphale, a l’endroit ot le 4° ventricule 
tend & se transformer en canal médullaire central, nous avons 
trouvé des modifications tissulaires intenses, ainsi que l’on 
peut voir dans la figure 14. ; 

Les parois du 4° ventricule, trés rapprochées a cet endroit, 
et prétes & se refermer pour constituer l’épendyme, sont 
infiltrées par de gros mononucléaires, des polynucléaires et de 
rares cellules plasmatiques. L’altération a pris naissance pro- 
bablement depuis longtemps, comme en témoignent de nom- 
breux vaisseaux de néoformation et l’allure chronique du 
processus infiltratif. En cherchant avec beaucoup d’attention, 
nous avons réussi 4 déceler de rares leishmanies dégénérées 
au sein de ce tissu ]ésé. Les débris de plexus choroide qui 
figurent dans notre dessin ne contenaient pas de parasites. 

La moelle épiniere ne présente pas de lésions, ni dans la sub- 
stance blanche ni dans la substance grise; les méninges, de 
méme. Sur la face distale de la dure-mére, nous avons ren- 
contré, par place, des amas de cellules mononucléaires bourrées 
de leishmanies, ou méme des parasites libres. Il est aisé de 
concevoir que, pendant une ponction lombaire, on puisse retirer 
nombre de ces leishmanies, qui pourtant ne se trouvent pas 
dans l’espace sous-dure-mérien (cas La Cava, Joc. cét.), ni dans 
le parenchyme médullaire (comme le faisaient croire les frottis 
de moelle du chien de Baszle, loc. cit.). 

Dans les racines nerveuses — et c'est des racines postérieures, 
les plus volumineuses, qu'il s’agit — nous avons rencontré des 
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leishmanies. Les parasites sont contenus dans de grosses cel- 
lules mononucléaires qui logent dans l’épaisseur de la racine 
méme, ainsi que le montre la figure 45. 


Fig. 715. 


Fic. 14. — Altérations tissulaires a point de départ le 4¢ ventricule V.IV, 
4e ventricule, presque complétement transformé en canal médullaire 
central; N.X, noyau de la Xe paire de nerfs craniens; N.XII, noyau 
de la XIle paire. I, infiltration parenchymateuse; P, reste du plexus 
choroide. 


Fic. 15. — Racine postérieure d'un nerf rachidien, coupée transversalement; 
L, une cellule renfermant des leishmanies dans le cytoplasme, logée dans 
l’épaisseur de la racine neryeuse. 


Les ganglions spinaux ont montré parfois des modifications 
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histologiques assez marquées : infillration interstitielle & mono- 
nucléaires, prolifération intense des cellules capsulaires. 

Parfois, entre les neurones et jamais a l’intérieur de ces 
cellules, on peul rencoutrer des mononucléaires renfermant 
des leishmauies (fig. 16). 


4 & ~GONDSTANTIN: 


Fic. 146. — Ganglion spin; infiltration interstilielle et, surtout, prolifération 
des cellules capsulaires: L, leishmanies dans le protoplasma d'une cellule 
mononucléaire; N, neurone. 


Mais, en général, les ganglions spinaux sont peu infectés. La 
ou l'on trouve des parasites, ils sont logés soit dans des cellules 
mononucléaires d'infiltration (monocytes), soit dans des cellules 
conjonctives dans le voisinage des vaisseaux, soit encore dans 
des cellules capsulaires (amphicytes) périneuronales, comme 
dans la figure 17. 
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Nous n’avons pas réussi a mettre en évidence des Leishmania 
dans l’épaisseur de la capsule ganglionnaire, mais nous avons 
trouvé de nombreuses cellules mononucléaires accolées a 
la face distale de cette capsule et qui élaient bourrées de 
parasites. 

Un fait important est la présence de leishmanies dans l’épais- 


Fic. 11. — Ganglion spinal; N, neurone envahi par des cellules capsulaires 
proliférées; Lc, amphicyte contenant des leishmanies; L, une autre cel- 


lule parasitée. 


seur des troncs nerveux. La figure 18 montre une cellule remplie 
de parasites, logée entre les axones du nerf sciatique de notre 
chien. Ces cellules parasitées, intratronculaires, sont rares; 
par contre, dans le péri-nerf, c’est-a-dire dans la gaine lym- 
phatique Ju nerf, elles sont trés nombreuses; la figure 19 en 


fait foi. 
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* 
* * 


Les lésions intenses découvertes au niveau du plexus cho- 
roide, lésions renfermant de trés pombreuyx parasites et qui 
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Fic. 18. — Coupe longitudinale du Jner sciatique; L, une cellule, logée entre 
les axones, renfermant dans le cytoplasme de nombreuses leishmanies. 


Fic. 19. — Coupe longitudinale du nerf sciatique; N, trone nerveux; L, nom- 


breuses cellules bourrées de leishmanies, siégeant dans la gaine lympha- 
tique du nerf. ° 


provoquent probablement l’augmentation manifeste de volume 
du liquide intra-ventriculaire, nous expliquent, en partie au 
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moins, la maigreur excessive de notre chien (4) bien que 
celui-ci ait conservé son appétit presque jusqu’a la fin. 

Les modifications histologiques des ganglions spinaux, la 
présence des leishmanies dans leur parenchyme ainsi que dans 
l’épaisseur des racines nerveuses et des nerfs, peuvent expli- 
quer, d'un cété, l’anesthésie tégumentaire ou testiculaire cons- 
tatée chez notre animal, d’un autre, les troubles trophiques 
qui permettraient la formation d’ulcéres cutanés; car, nous le 
rappelons, les auteurs sont d’accord sur le fait que ces ulcéres 
sont d’habitude moins riches en parasites que la peau d’aspect 
normal. Les ulcéres des chiens en puissance de leishmaniose 
généralisée seraient ainsi, et en partie au moins, des manifesta- 
tions secondaires, trophiques, produites 4 distance, par l’infec- 
tion du systéme nerveux périphérique (ganglions spinaux, 
racines et troncs nerveux). 

Quant a la cécité de notre chien, étant donné l’absence d’alté- 
rations encéphaliques corticales parenchymateuses, nous la 
mettons entiérement sur le compte des lésions tissulaires de 
lceil méme. 

En résumé, chez le chien mort de leishmaniose expérimen- 
tale généralisée, on peut trouver des lésions bien marquées et 
des parasites dans divers lissus de l’cil : dans la cornée, dans 
la sclérotique, dans la choroide, dans Viris et dans les pro- 
cés ciliaires. Les muscles extrinséques de l’ceil peuvent éga- 
lement contenir des altérations et les leishmanies qui les occa- 
sionnent. L’ensemble de ces constatations explique la cécité 
que le chien malade peut présenter en dehors de toute lésion 
apparente de l’cil. 

Le syst¢me nerveux central est lésé, lui aussi : on trouve des 
ébauches de méningite leishmanienne et de nombreux para- 
sites dans le plexus choroide. Cette derniére localisation pro- 
voque une distension notable des ventricules. En outre, nous 


(1) L’injection de gélose sous la dure-mére des animaux d’expérience, 
détermine des allérations dans les ventricules avec augmentation parfois tres 
forte de la quantité de liquide ventriculaire; cette dilatation ventriculaire 
améne une pression intracranienne anormale et produit un amaigrissement 
intense et méme la mort des animaux par cachexie (S. Nicolau et L. Kop- 
ciowska, C. R. de la Soc. de Biol., 110, 1932, p 280); dans un travail inédit 
Saenz, en collaboration avec l'un de nous, a reproduit le méme syndrome 
clinique et histo-pathologique, en injectant dans le cerveau des animaux 
d’autres substances inertes : tapioca, charbon animal, etc. 


486 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


avons trouvé un foyer d'infiltration intense avec des parasites, 
dans le parenchyme du métencéphale. Nous avons constaté 
l'absence de lésions parenchymateuses de la moelle épiniére et 
de ses méninges, et la présence de trés nombreuses cellules 
bourrées de leishmanies, sur la face distale de la dure-mére. 
Dans le systtme nerveux périphérique, nous avons trouvé des 
lésions ou des parasites, parfois les deux & la fois, dans les 
ganglions spinaux ainsi que dans les nerfs périphériques. 


ConcLusions. 


Les résultats exposés plus haut montrent qua lexemple de 
la peau d'aspect normal, chez le chien en puissance infection 
leishmanienne, (wil en apparence intact est envahi par des 
leishmantes, et ses tissus peuvent étre lésés au point de frapper 
lorgane visuel de cécité. Les altérations et la présence des 
leishmamies dans les méninges du cerveau, dans les ventricules 
encéphaliques, dans le parenchyme métencéphalique, dans les 
ganglions spinaux, ainsi que dans les racines nerveuses et dans 
les nerfs périphériques, expliquent la symptomatologie nerveuse 
de certains cas de leishmaniose. 


SUR LIDENTIFICATION DES DIFFERENTES SOUCHES 
DE LEISHMANIES 


(PROBLEME DE L’AGENT PATHOGENE DES LEISHMANIOSES) 


par KHODUKIN (N. J.), SOFIEFF (M. S.), KEVORKOFF (N. P.) 


(de la Section de protozoologie de l'Institut de Microbiologie 
et d’'Epidémiologie d’Ouzbekistan). 


Les distinctions morphologiques des différents représentants 
du genre Letshmania ne peuvent pas servir de point d’appui 
pour la classification d’une espéce réntrant dans ce genre. Par 
la morphologie des leishmanies, on n’a pu élucider des pro- 
blémes aussi importants au point de vue épidémiologique que 
le probléme de lidentification ou de Ja différenciation de L. canis 
et L. donovani, L. donovani et L. infantum, L. tropica et 
L. tropica var. caninum. 

C’est pourquoi la tendance de nombreux expérimentateurs a 
chercher, par telles ou telles séro-réactions ou épreuves biolo- 
giques, la solution de ces problémes actuels, n’est que trés 
naturelle. 

Déja de nombreuses lentatives ont été faites dans cette 
direction. C’est principalement Ja question du séro-diagnostic 
de la leishmaniose interne, qui présente le plus d’intérét; mais 
une solution pratique convenable manque encore. 

‘Parmi les derniers travaux (depuis 1930) les plus intéres- 
sants sont ceux de Messic qui, dans le but d’étudier les 
propriélés antigénes des leishmanies, a utilisé la réaction de 
Rieckenberg, la méthode de Noguchi et la méthode d’agglutina- 
tion. En étudiant L. tropica et L. donovani a Vaide de ces 
méthodes, Messic finit par conclure que toutes les souches 
étudiées par elle donnaient une agglutination globale ; le 
phénoméne de Noguchi et la réaction de Rieckenberg élaient 
positifs quand elle employait les sérums hétérologues croisés; 
Vintensité dela réaction était diverse; les leishmanies avec 
leurs propres sérums donnaient un résultat posilif plus distinct, 
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mais, comme régle, les réactions de groupes étaient positives. 
Messic en tira la conclusion que les leishmanies de ses expé- 
riences possédent un antigéne commun. 

J. Ch. Ray examina Jes sérums de lapins immunisés d’aprés 
la réaction de Bordet-Gengou et arriva & la conviction que 
cette méthode (dans un but d’identification) ne peut pas étre 
employée & cause de la constante réaction de groupe pour 
tous les anligénes expérimentés (L. tropica, L. donovani, 
L. braslensts). 

En 1932, F. Fonseca étudia le phénoméne de Noguchi sur 
les 13 souches L. brasiliensis d Argentine et du Brésil et en 
méme temps compara l’effet des sérums immuns sur L. tropica, 
L. canis et Leptomonas ctenocephal. 

Les sérums homologues pour L. drastliensis agglutinaient et 
souvent lysaient les 13 souches drasiliensis, tandis qu'ils ne 
réagissaient point sur les autres souches étudiées par l’auteur. 
Egalement Lept. ctenocephali montra une insensibilité absolue 
vis-a-vis des sérums anti-leishmania. Fonseca finit par con- 
clure qu’entre L. brasiliensis et les autres souches sus-men- 
tionnées, on peut distinguer plusieurs espéces. 

Les travaux de M. Mayer et de J. Ch. Ray présentent beau- 
coup dintérét sur la distinction morphologique des cultures 
de Letshmania ensemencées par frottement sur boites de Petri 
au milieu de Noller. Les auteurs notérent une croissance 
typique pour L. donovani, L. tropica d’origine d’Asie Centrale, 
L. tropica (souche de Bagdad) et L. brasiliensis. Il s’agit en 
général de la présence ou de l’absence de ramifications des 
colonies chez les différentes souches. Cette méthode peut 
apporter évidemment beaucoup de lumiére sur la classification 
du genre « Leishmania » si l’on considére qu'elle a déja donné 
un résultat trés important pour les trypanosomes, mais en 
méme temps elle exige d’étre perfectionnée et contrdlée. Or, 
tant que ce controle n’est pas réalisé, nous ne pouvons juger 
de la valeur de la méthode. 

Enfin un travail, tres important comme résultats et fort inté- 
ressant comme méthode, est celui de Zdrodovsky et Voskres- 
sensky. Les auleurs, se basant sur la bibliographie de la ques- 
tion de lagglutination, finirent par démontrer l’inutilité de 
cette méthode pour le diagnostic de différentes souches de 
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leishmanies, vu la propriété des antigénes leishmaniens de 
donner une agglutination spontanée. 

Malgré les échecs multipliés de différents expérimentateurs, 
Zdrodovsky et Voskressensky s’arrélérent a la réaction de 
fixation du complément comme donnant, d’aprds leur opi- 
nion, les résultats les plus objectifs. Les auteurs propose- 
rent comme antigéne une suspension de leishmanies dans un 
milieu modifié de Bloch ; la suspension est chauffée A 60° 
pendant une heure. L’étude des sérums des lapins, inoculés 
avec les différentes souches de leishmanies, leur démontra, 
comme a J. Ch. Ray, linutilité, dans ce cas, de la réaction de 
fixation du complément, 4 cause de la réaction d’ensemble 
pour tout le groupe. C’est pourquoi les auteurs ont employé 
les sérums d’ hommes et de chiens infeclés naturellement. 

En définitive, Zdrodovsky et Voskressensky réussirent & 
établir la présence constante de substances fixant le complé- 
ment chez les hommes comme chez les chiens souffrant de 
leishmaniose généralisée — fait méritant par lui-méme une 
altention toute particuliére — et ils conclurent que les chiens 
réalisent trois types de leishmanies : « type D, sérologi- 
quement indistinguable du L. donovani, type T analogue & 
L. tropica et type DT, intermédiaire, polyvalent d’aprés l’appa- 
reil récepteur ». 

Les auteurs considérent qu’ils ont réussi pour la premiére 
fois a identifier avec certitude les leishmanies des chiens & 
ceux de l'homme. De plus Zdrodovsky et Voskressensky con- 
sidérent le type DT, découvert par eux, comme leishmanie 
sui generis, parasite des chiens. 

Grace a l’obligeance de M. le professeur Mayer (de Ham- 
bourg), nous avons eu la possibilité d’inclure dans la sphére 
de notre expérimentation, outre nos souches de |’Asie centrale, 
leishmanies canines et humaines, celles de l’étranger. Nous 
avons recu de M. Mayer les souches suivantes : 


L. infantum (Ch. Nicolle, Tunis). 

L. brasiliensis (Buss). 

L. tropica (Bagdad). 

Quant & la méthode d’exploration de ces souches, nous avons 
étudié : 
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4o La faculté des leishmanies de décomposer le sucre ; 
2° La réaction d’agglutination ; 
3° La réaction d’absorption des agglutinines d’aprés Castellani; 


4° La méthode de Noguchi; 
5° La fixation du complément d’aprés le schéma proposé par Zdrodoysky 


et Voskressensky ; 
6° La culture des leishmanies en milieu solide de Noller et d’aprés la 


méthode de Mayer. 


La réaction d’agglutinalion était eflectuée par nous d’aprés 
la méthode de Kligler. 

Comme il fallait s’y altendre, nous n’avons pas obtenu de 
résultats définitifs avec toutes les souches et leurs sérums ce 
qui ressort du tableau ci-dessous (tableau I). 

Toutefois nous pouvons noter ici les particularités de 
quelques souches. Ainsi, la souche 36 et son sérum (L. dono- 
vani) d’origine indienne (isolée par Mayer) sont les plus 
spécifiques. La souche 25 (L. infantum, Tunis, isolée par 
Ch. Nicolle) montre une indépendance sérologique considérable 
en comparaison avec les autres souches. 

Tout a fait différemment se comporte la souche 29, que nous 
avons isolée d’un bouton de la joue chez un enfant atteint 
simultanément de L. cutanée et interne (Clinique des mala- 
dies tropicales de l'Université de l’Asie Centrale; observation 
de Bourova L. F.). Cette souche se comporle & peu pres 
de méme envers tous les sérums étudiés. Malgré les parti- 
cularilés de ces souches en général, on peut en tirer la consé- 
quence que toutes les souches de leishmanies dans nos expé- 
riences donnent une agglutination globale avec les sérums 
hétérologues de tous les représentants fondamentaux de la 
famille des leishmanies isolés dans les points les plus éloignés 
du monde. Cela peut étre expliqué ou par l’imperfection de 
la méthode ou bien par les propriélés antigenes communes a 
toutes les leishmanies. 

Il est sans doute impossible de méconnaitre les opinions 
de Zdrodovsky et Voskressensky en ce qui concerne la 
valeur de la réaction d’agglutination en cas de leishmanies, 
quoique l’agglutination spontanée, assez fréquente, obscurcisse 
les résultats considérablement, mais en expérimentant bien, 
nous y insistons, on distingue facilement l’agglutination spon- 
tanée de la spécifique. Les erreurs ne peuvent avoir lieu qu'au 
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Tasteau I. — Agglutination avec les sérums. 
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L. tropica 
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E. 
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lum (Tunis) . . 4/2 000 1/2.600 800 

ee jae L. brasi- 
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Bo AntEL. tropice ‘ / Hee 
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31. Anti L. tropica 
(Ashabad). . .|1/2.000]1/1.000 | 1/2.000 : , 1/500 | 1/200 

36. Anti L. dono- 
vant (Tachkent) .| 1/3500 1/2.000 | 1/2.000 F 2/3. 1/2 500} 1/500 

9. L. canis (Tach- 


4/2.000 | 1/1.000 | 1/2.000 


1/2.000 | 1/2.000 1/1.000| 4/2.800 


commencement du travail et ensuite, avec l’expérience, elles 
se réduisent a zéro. Or, le tableau ci-dessus résume les chiffres 
moyens d’expériences plusieurs fois répétées. 

En tout cas, il faut admettre qu’au moyen de la réaction 
d’agglutination il est impossible de résoudre avec une exacti- 
tude suffisante le probleme. de lidentification de différentes 
souches de leishmanies. 

L’étude des propriélés antigénes de nos souches a l'aide de 
la méthode de Castellani forme |’étape suivante de notre expé- 
rimentation. 

Quant a la méthode de nos expériences actuelles, elle 
fut identique & celle que nous décrivons dans le tableau II. 
Ici, on peut remarquer que toules les souches examinées par 
nous se sont trouvées absolument identiques par l'appareil 
récepteur. Ce fait paradoxal nous indique que la réaction 
d’absorption des agglutinines d’aprés Castellani n'est pas 
applicable a la différenciation des différentes espéces et 
souches de leishmanies, ou bien il exprime une autre possibi- 
lité : les différentes formes de leishmanies sont sérologique- 


ment identiques. 
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TasLeau Il. — Réaction d’absorption des agglutinines. 


SERUM ET SOUCBE REACTION 
de laquelle le sérum est extrait successive d’agglutinalion avec 
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| 


Il est fort difficile de résoudre actuellement ce probléme 
d’une maniére définilive. 

Dans leur travail de 1929, Khodukin et Sofieff ont émis la 
supposition que le phénoméne de Noguchi est souvent accom- 
pagné de lyse, ce qui dépend considérablement de la présence 
du complément dans le sérum expérimental. Or, en ce temps- 
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Tasteau II. — Expérience d'aprés Noguchi. 
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ota : —, absence de développement (mascrocopique et microscopique); +, présence de Leishmanies 
(microscopique). 


la, nous n’avions pas vérifié cette supposition expérimentale- 
ment, tandis que le travail actuel a subi ce contréle par une 
répétition de l’expérience originale de Noguchi avec les 
souches et les sérums sus-mentionnés. 

Nous avons obtenu, dans la présente série, des résultats 
inconstants et vagues rappelant ceux des expériences de 
Khodukin et Sofieff en 1929; outre lTagglulination des 
leishmanies, nous avons des phénoménes de lyse compléte se 
traduisant par l’absence de développement des leishmanies 
ensemencées en tubes. 

La vérification de l'hypothése sur le rdle du complément 
dans le phénoméne de Noguchi avait été réalisée par nous sous 
la forme suivante. 

Le milieu de Noguchi (modifié par Kliger, c’est-a-dire sans 
supplément d’hémoglobine) était préparé ainsi : 

Au premier tube était ajouté le sérum de lapin immun et 
inactivé (0,3); deuxiéme tube, 0,3 de sérum de lapin normal et 
inactif; troisitme tube, 0,3 du sérum inactivé et immun, 
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Tasteau IV. — Expérience d’aprés Noguchi Sérum 27 L. tropica Bagdad. 


SOUCIIES 


canna. 


donovani. . 


LBs 


Doma Le 
L. brasiliensis. 


5. L. tropica var. 


26 


4, 5, 6, 7, etc. sont pris 
en quantilés décrois- 
santes, 0,15, 0,1, 0,05; 
0,045 du sérum immun 
avec adjonction jus- 
qu’a 0,3 de sérum inac- 
tivé de lapin et addition 
de 0,1 de sérum frais 
de cobaye comme com- 
plément. 

Les résultats sont pré- 
sentés dans les tableaux 
WIT et TV. 

Les expériences sus- 
mentionnées nous four- 
nissent les deux conclu- 
sions suivantes : 

1° La lyse dans l’expé- 
rience de Noguchi dé- 
pend, en effet, du com- 
plément des sérums 
employés. Le sérum 
lyse mieux 1a ot le 
complément est pré- 
sent. Les granules se 
montrent la ow le titre 
du sérum est insuffisant 
pour la lyse. 

2° Une action spéci- 
fique ne lysant que par 
rapport & leur propre 
souche n’est pas mani- 
festée par les sérums; 
le titre des lysines dans 
les limites de nos expé- 
riences ne montre pas 
de différence considé- 
rable par rapport aux 
souches hétérologues, 
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2) 


de sorte qu’en se fondant aussi sur ces recherches nous 
sommes obligés de conclure qu’il est impossible de différencier 
les souches de leishmanies & I’aide de la méthode de Noguchi, 
méme en la rendant plus exacte comme nous le proposons. 

L’opinion de Zdrodovsky et Voskressensky, que la réaction 
de fixation du complément peut résoudre les contradictions 
dans les questions concernant l’identification des leishmanies 
et en particulier la question trés importante au point de vue 
épidémiologique, notamment des rapports de L. donovani et 
de L. canis, exige, certes, une accumulation de faits et une 
vérification critique. 

Dans nos expériences, nous avons suivi entiérement la 
méthode des auteurs avec la seule modification que les leishma- 
nies étaient cultivées dans le milieu n° 3 avec le sang hémo- 
lysé, comme !’ont fait Khodukine et Sofieff dans leurs travaux 
précédents sur la sérologie des leishmanies. 

Nous avons poursuivi le but d’étudier expérimentalement les 
souches, non seulement celles d’origine asiatique, mais aussi 
étrangéres, c’est-a-dire que nous avons tenté de déterminer la 
place de nos souches de |’Asie Centrale parmi les leishmanies 
en nous fiant complétement aux indications de la réaction de 
fixation du complément. 

En outre, nous avons étudié les sérums non seulement 
d’hommes et de chiens atteints de leishmaniose inlerne, mais 
aussi de leishmaniose culanée. 

En tout, nous avons examiné les sérums de 21 enfants souf- 
frant de leishmaniose généralisée, 15 sérums de personnes 
souffrant de leishmaniose cutanée, 20 sérums de chiens atteints 
leishmaniose généralisée, de 5 chiens suspects de de leishma- 
niose interne et 6 sérums de chiens bien portants, provenant de 
foyers de leishmaniose. 

Nous nous sommes servis de 11 aatigénes. Nos expériences 
sont présentées dans le tableau V. 

Le total de nos expériences est de 313, chiffre comparative- 
ment insignifiant, mais tout de méme suffisant pour en tirer 
des conclusions non pas décisives, mais contribuant toutefois & 
notre orientation dans la question qui nous intéresse. 

Le titrage des antigénes sur l’empéchement de I’hémolyse 
nous donne des résultats quelque peu différents de ceux de 

Annales de UInslitut Pasteur, t. 57, n° 5, 1936. 34 


£96 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TastEau V. — Tableau total du nombre des réactions de fixation 
du complément. 
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Zdrodovsky et Voskressensky, quelques antigénes donnant 
parfois cet empéchement 4 0c.c. 92; généralement nous 
pouvions, avec nos préparations, user au maximum d’une 
dose de 0,3. Cependant, cette différence avec les observations 
de Zdrodovsky et Voskressensky ne peuvent étre considérées 
comme importantes, ni jouer un role significatif dans l’esti- 
mation de nos résultats. 

Or, il est impossible de signaler quelque régularité dans 
les propriétés empéchantes des anligénes en dépendance de 
lage de la culture de l’une ou l’autre souche; ces propriétés 
également ne dépendent guére de l’espéce de l’une ou |’autre 
souche employée par nous comme antigéne. Prenant en consi- 
déralion l’expérience de J.-Ch. Ray, Zdrodovsky et Voskres- 
sensky avec les sérums obtenus par immunisation de lapins, 
nous avons décidé de ne pas répéter ces essais; de pareils 
sérums artificiels ne peuvent pas servir 4 ce but, c’est pour- 
quoi le travail n'a été effectué par nous qu’avec les sérums des 
hommes ct des animaux malades et avec ceux des hommes et 
des chiens bien portants. 

En général, nous pouvons confirmer la justesse des observa- 
tions de Zdrodovsky et de Voskressensky ; il est certain qu’au 
cours de la leishmaniose interne humaine et canine, le sérum 
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contient des matiéres fixant Je complément & un haut degré. 
Cependant, comme nous allons le voir, ces matitres sont 
entiérement absentes au cours de la leishmaniose dermatoide 
humaine. 

La caractéristique des sérums étudiés par nous est la 
suivante. Zdrodovsky et Voskressensky considérent que les 
sérums humains sont caractérisés par une grande spécificité et 
ne raontrent que rarement une réaction globale avec les anti- 
génes de L. ¢tropica. Avec notre matériel cela ne se confirme 
pts entiérement. 

Le groupe des antigénes de L. donovani comprenait, chez 
nous, les représentants suivants : 

1° L. donovani, d’origine Tashkent, consistant en l’antigéne 
n° 40, obtenu de la culture isolée de la rate d’un enfant malade 
de leishmaniose interne, la culture étant comparativement 
jeune (octobre 1932), Vantigéne n° 45, préparé avec la culture 
isolée d’un enfant souffrant de kala-azar dans la méme année 
et l’antigéne n° 25; 

2° L. infantum, dorigine Tunis, isolée par Ch. Nicolle d’un 
enfant dage inconnu de nous, mais en tout cas culture 
ancienne. 

Le sérum des enfants souffrant de kala-azar donnait comme 
régle une réaction de fixation du complément positive avec 
ces trois antigénes et souvent, comme il est signalé par Zdro- 
dovsky et Voskressensky, plus distinctement dans les dilutions 
moins fortes. 

Il est intéressant de noter que certains sérums donnaient 
une réaction plus forte avec l’antigéne n° 25, par exemple le 
sérum des malades Kamafutdinoff, Heirulaeff, Samgin (voir 
tableau VI). En comparant ces données, on peut en conclure 
que L. donovani, d'origine tunisienne, posséde des propriétés 
antigénes exprimées plus fortement en comparaison avec nos 
souches de l|’Asie Centrale, quoique ces derniéres soient plus 
jeunes comme culture. C’est pourquoi il est & supposer que 
c’est A peine si la longue durée d'une culture agit nettement 
sur les propriétés antigénes. 

Cette question doit cependant étre soumise 4 une étude 
spéciale. Nous pouvons voir, d’aprés notre matériel, que les 
propriétés antigénes des leishmanies varient dans les cultures 
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identiques d’aprés leur aspect, mais c’est a peine si on peut le 
mettre en pleine dépendance de l’4ge avancé d’une culture. Le 
plus d’activité, comme antigéne, est montré par la souche 
tunisienne L. znfantum. 

Tout autrement réagissaient, envers les antigénes du groupe 
L. tropica, les sérums des malades souffrant de leishmaniose 
interne, mais ici encore la variation dépendait de la souche 
utilisée pour la préparation de l’antigéne. 

Certains sérums (Kamafutdinoff, Romanoff) donnérent une 
réaclion bien exprimée avec L. ¢ropica et L. donovani; ils réa- 
gissaient trés fort avec les souches de Boukhara et relativement 
peu avec les souches d’Askhabad (voir le tableau VI). 
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La réaction de groupe avec les antigénes de L. tropica élait, 
comme régle, absente ou faiblement marquée. C’est ainsi que 
réagissaient la plupart des sérums, mais il y avait des excep- 
tions. L’antigéne L. brasiliensis, nous a donné, avec les sérums 
des enfants souffrant de leishmaniose, des résultats négalifs 
et un cas de réaction peu positive jusqu’a la dilution extréme 
du sérum. 

Les souches canines que nous avons utilisées pour préparer 
les antigénes formaient deux groupes : L. canis (Nicolle), c’est- 
a-dire des leishmanies isolées de chiens ne souffrant que de 
leishmaniose interne sans ulcération de la peau et L. ¢ropica 
var. canina (Yakimoff), c’est-a-dire des leishmanies isolées 
d’ulcérations de la peau avec présence des parasites dans les 
organes internes (souche n° 5). Or, dans les cas avec antigénes 
L. canis, nous avons la méme variabilité des résultats dépen- 
dant de différentes propriétés antigénes des leishmanies. Le 
moins de propriétés antigénes, par rapport aux sérums 
humains, a été manifesté par l'antigéne n° 42 (souche récem- 
ment isolée); le plus d’activilé a été manifesté par le n° 17. 
Les sérums de quelques malades, réagissant bien avec L. dono- 
vani, donnérent un résultat négatif avec l’antigéne n° 46 (Sam- 
gin, Hairulaeff, Kamafutdinoff), mais cependant le sérum de 
Kamafutdinoff donna un résultat positif net avec la souche 
n° 17, celui de Hairulaeff, un résultat positif peu marqué, et 
enfin celui de Samgin, négatif avec ce dernier antigéne. 

En général, dans la majorité des cas, avec l’antigéne n° 17, 
nous avons observé, comme régle, une réaction positive. 

Nous avons observé aussi un résultat analogue avec les anti- 
genes L. tropica var. canina. L’antigéne n° 34 (L. tropica var. 
canina), culture d’un ulcére catané d’un chien, ce dernier 
ayant une quantité modérée de leishmanies dans les organes 
internes, posséde des propriétés antigénes faibles tandis 
que l’antigéne n° 5 (isolé d'un ulcére dun chien, ce dernier 
étant tout & fait sans leishmanies dans les organes inlernes 
controle par ensemencement sur le milieu n° 3) nous 
donne de plus fréquents résultats positifs avec les sérums 
humains. 

En avalysant ces données, nous voyons que l’antigéne des 
leishmanies de lVorigine Bras. posséde la moindre activité 
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envers les sérums humains des malades souffrant de leishma- 
niose interne. 

Prenant en considération le travail de Fonseca et les an- 
ciennes expériences, peu convaincantes, il est vrai, de 
Noguchi, nous devons en tirer la conclusion que c'est a 
peine si L. braszliensis peut étre considérée comme un parasile 
identique & L. donovani; c’est sans doute une forme tout a 
a fait indépendante du genre Leishmania. Cette originalité se 
manifeste distinctement surtout par la réaction de fixation du 
complément, quoique les autres réactions, comme nous l’avons 
vu ci-dessus, soient aptes & distinguer loriginalilé des pro- 
priétés antigénes de cette espéce. 

Il en va quelque peu autrement avec l’antigéne de L. tro- 
pica; ici les réactions globales positives se rencontrent plus 
souvent. 

Toutefois, cette circonstance se présente plulédt comme 
exception que comme régle. C’est pourquoi nous pouvons dire 
sans trop de doutes que L. tropica ne peut pas étre identifiée 
avec L. donovani d’aprés les sérums humains; L. tropica pré- 
sente une forme sérologique assez bien caractérisée et indé- 
pendante. Ses propriétés antigénes sont moins particuliéres 
que celles de L. brasiliensis, mais toutefois suffisamment ori- 
ginales pour qu’on puisse juger de son indépendance comme 
espéce. 

L’interprétation devient plus difficile lorsque nous passons au 
groupe des antigénes des leishmanies canines et de l’antigéne 
type L. donovani. Comme nous l’avons yu, |’antigéne dela souche 
tunisienne L. infantum possédait le plus d’activité antigene; il 
réagissait (sans refus) avec tous les sérums des enfants atteints 
de leishmaniose généralisée. Cette circonstance indique que 
L. infantum ne peut pas prétendre 4 une existence indépen- 
dante, quoique cette conclusion & vrai dire ne puisse étre tirée 
qu’apreés une expérimentation inverse, c’est-i-dire aprés l'étude 
expérimentale du sérum de malades de leishmaniose 4 Tunis, 
avec nos souches de l’Asie Centrale. Le matériel épidémiolo- 
gique, clinique et sérologique accumulé chez nous (Ch. Nicolle, 
Basile, Noguchi, Wegener, etc.) nous donne & penser que 
L. infantum ne se distingue nullement de L. donovani. Malgré 
lx différence des propriétés antigénes de différentes souches 
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L. donovani d'origine Asie Centrale, jusqu’ici il n'y a pas de 
base pour supposer l’existence de quelques groupes indépen- 
dants de l’espéce L. donovani. 

Quant aux groupes de l’antigéne des leishmanies d'origine, 
examinés avec les sérums humains, on peut tirer la conclu- 
sion suivante : les antigénes de L. canis se comportent trés sou- 
vent tout a fait comme ceux de L. canis. Cependant les sérums 
des hommes malades donnent souvent une réaction faiblement 
positive avec les antigénes canins ou une réaction négative. 
Cette non-coincidence des résultats ne nous donne pas le droit 
de tirer quelque conclusion définitive. Il est trés important de 
remarquer que les antigénes de L. tropica, var. canina, étant, 

“comme l'antigéne n° 5, d’une forme purement cutanée de la 
leishmaniose canina, donnent souvent un résultat posilif avec 
le sérum des enfants souffrant de leishmaniose interne. Cela 
prouve que cette forme de leishmanie du chien se différencie 
moins avec les sérums humains gue les leishmanies isolées 
dans la leishmaniose cutanée de VPhomme. En général, l'étude 
expérimentale des sérums humains, d’aprés les antigénes 
canins, ne plaide que pour le fait que, dans la majorité des 
cas, nous avons une réaclion de groupe assez évidente. 


LES s&RUMS CANINS. 


Les sérums des chiens atteints de leishmaniose généralisée et 
cutanée ont été examinés par nous dans deux localités d’Ouzbe- 
kistan : Tashkent et Andijan (1). Les sérums des chiens étaient 
examinés avec les mémes antigénes que ceux des hommes. 
Généralement, I’étude s’exécutait parallélement. 

Avec les antigénes du type L. canis, nous avons, chez les 
chiens, un tableau qui est loin d’étre uniforme. La souche 
n° 42, comme il ressort des tableaux, possédait les plus faibles 
propriétés antigénes. La souche n° 17 se montra particulié- 
rement active et donna, comme nous |’avons vu ci-dessus, une 
grande quantité de résultats positifs avec l’antigéne humain. 
Les sérums des chiens, dans |’immense majorité des cas, réa- 


(1) Nous profitons de l'occasion pour exprimer notre reconnaissance au 
D« Gaysky directeur de la Station Tropicale 4 Andijan. 
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cissaient positivement avec les antigénes de L. canis. Nous 
n’avons rencontré qu'une seule exception : le sérum d’un chien, 
ayec un tableau clinique typique et une quantilé abondante de 
leishmanies dans la moelle des os, dans la rate et dans d’autres 
organes internes, donna un résultat complétement négatif avec 
tous les antigénes. 

Ce fait indique seulement que les sérums des chiens malades, 
utilisés dans nos essais ne sont pas identiques en substances 
fixant le complément et anticorps en général, puisque nous 
ne savons pas & quel moment apres le commencement de la 
maladie apparaissent ces anticorps. 

Les antigénes du type L. donovani, avec les sérums des chiens 
atteints d'une leishmaniose généralisée, réagissaient différem- 
ment. L’antigéne n° 40 donna la plus grande quantité de résul- 
tats positifs, mais les autres antigénes, surtout l’anligéne n° 25, 
réagissaient positivement presque dans tous les cas. 

Avec les antigénes de L. tropica, nous avons obtenu souvent 
une réaction de groupe. Il est d’intérét que Pun des sérums 
(chien « Sultan »), qui donnait un résultat négatif avec les anti- 
génes canins ainsi qu’avec ceux des hommes, ne donna des 
réactions fortement positives qu’avec un seul antigéne de L. ¢ro- 
pica (souche de Bukhara). On peut rapporter ce sérum au 
groupe des sérums du type « T » de Zdrodovsky. Cest unique 
cas ou l’on put constater avec évidence cette parlicularité de 
groupe; ordinairement, on pouvait rapporler & ce groupe les 
sérums avec quelque hésilation parce que les sérums canins 
donnaient comme régle des réactions de groupe aussi avec 
d’autres antigénes. En général, des 20 sérums canins, 10 peuvent 
étre rapportés au type « DT » et 1 sérum au type « T », c’est-a- 
dire que l’attribution & un type bien défini est évidente pour 
16 sérums,; quant au reste des sérums, nous ne les classons pas 
a cause de l’insuffisance de l'étude expérimentale. 

Cependant, il faut remarquer que, dans Ja classification des 
sérums, nous avons pris en considération le groupe et la forme 
des leishmanies globalement, c’est pourquoi les sérums qui réa- 
gissaient positivement avec L. Tropica v. canina, L. tropica et 
L. donovani, sont rapportés au type « DT ». 

Nous avons obtenu un résultat tout & fait inattendu avec 
lantigéne de L. brasiliensis: sur 8 sérums, 5 donnérent un 
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résultat fort positif avec cet antigéne. Cette particularité des 
sérums canins de réagir avec cet antigéne ne plaide qu’en 
faveur du fait que les sérums canins ont un trés large champ 
d’action et embrassent des formes de leishmanies placées loin 
lune de l'autre; ils se rapprochent sous ce rapport des sérums 
des lapins immunisés artificiellement. 

Les sérums canins étaient étudiés expérimentalement d’aprés 
les souches de L. tropica d’origine humaine, el aussi d’apreés les 
souches L. tropica var. caninum. Avec les antigenes de ces 
souches, nous avons obtenu un résultat positif dans la majo- 
rité des cas. Les sérums des chiens alteints d’une leishma- 
niose généralisée ont réagi de facon identique avec L. canis ainsi 
qu’avec L. tropica var. caninum. 

Ces antigénes, dans ce cas, ont remplacé avec succés L. canis. 
Certains sérums seulement donnaient une réaction moins 
intense avec ce groupe d’antigénes. 


Les sfRUMS D’HOMMES ET DE CHIENS 
ATTEINTS DE LEISHMANIOSE CUTANEE. 


13 sérums de malades atteints de leishmaniose cutanée, 
examinés par nous & la ville d’Andijan, donnérent un résultat 
complétement négalif avec les antigénes suivants : n° 25 L. in- 
fantum (souche de Tunis), n° 31 L. ¢ropica (souche d’Askhabad), 
n° 55 L. donovani (souche de Tashkent) et n° 5 L. tropiea var. 
caninum. Nous avons pris en considération l’observation de 
quelques auteurs par rapport a la lenteur avec laquelle s’accroit 
l'immunité pendant cette maladie (en six mois d’aprés Marri- 
novsky). C’est pourquoi le groupe des examinés contenait : 

4° Des malades avec des ulcéres& 1|’état de papules. 

2° Des malades avec des ulcéres a ]’état floride. 

3° Des personnes malades depuis au moins un an. 

En 1932, dans la ville d’Andijan, eut lieu une épizootie de 
leishmaniose. Bientdt il fut découvert que, dans la majorité des 
cas, il s’agissail de leishmaniose culanée chez les chiens, carac- 
térisée par des ulcérations solitaires ou multiples sur le dos 
du nez, a la lévre supérieure ou sur les doigts. 

Cette épizoolie était d’autant plus intéressante pour nous que 
l'un de nous (Khodukin), & plusieurs reprises, avanga la sup- 
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position que la leishmaniose culanée des chiens n’est pas due 
& un agent pathogéne spécial et peut étre provoquée par une 
L. canis. Souvent, la leishmaniose cutanée chez les chiens est 
un symptome initial ou résiduel de la leishmaniose généralisée 
chez ees animaux. Cela va sans dire que l’examen, a l'aide de 
la réaction de fixation du complément, pouvait avoir, sans 
compter un intérél général, une grande signification pour la 
détermination de l’agent pathogéne de la leishmaniose cutanéc 
des chiens. 

La ville d’Andijan présente un vif intérét au point de vue 
épidémiologique. La, on peut souvent rencontrer toutes les 
formes de la leishmaniose spéciales au vieux monde : leishma- 
niose interne des hommes et des chiens, leishmaniose cutanée 
des hommes et des chiens. 

L’examen des chiens, en 1932, démontra un grand pourcen- 
tage d’animaux malades de leishmaniose, se manifestant sous 
ces deux formes typiques : leishmaniose généralisée typique et 
forme cutanée. En ce cas, on trouvait les leishmanies dans les 
produits de curettage des ulcéres, tandis qu’il n’y en avait point 
dans les produits de curettage de la peau de la paupiére; la 
réaction du formol était négative. Grace 4 Vaimable assistance 
des D"™ Gaysky et Dikoff, du laboratoire bactériologique 
d’Andijan, nous avions eu la possibilité d’étudier 16 chiens 
a Andijan, d’aprés la réaction de la fixation du complément. 

Parmi ces 16 chiens, 3 étaient atteints de leishmaniose 
cutanée : 


4. — « Stella », bouton sur le nez; dans les produits du curettage du fond 
du bouton se manifestérent des leishmanies, la réaction du formol était 
négative. Le sérum donna une réaction fortement positive avec l’anti- 
géne n° 34 (L. tropica var. caninum) jusqu’éa la dose de 0 c.c. 1 de sérum et 
fortement positive avec l’antigéne n° 45 (L. donovani) & la dose de 0 ¢. c. 025 
de sérum. 

2. — « Finka », bouton au nez; leishmanies dans le produit de curettage; 
réaction au formol négative. L’étude expérimentale du sérum, d’aprés la 
réaction de fixation du complément donna le résultat suivant : Avec l’an- 
tigéne n° 34 (L. tropica, var. canis — positif (++) ala dose de 0c.c. 005 de 
sérum; fortement positive avec l’antigéne n° 45 (L. donovani) a la dose 
de 0 c.c. 005 et faiblement positive avec l'antigéne ne 22 (L. tropica) jusqu’a 
0c. c. 005 du sérum. 

3. — « Rida », les leishmanies sont découvertes dans la moelle des os. 
Phénomeénes de blépharite, bouton au nez, réaction formol-négative; réac- 
tion de fixation du complément négative. Réaction faiblement positive 
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Tasceau VII. 


ANTIGENES 
SERUMS 


- -|Faiblement posi-|Posilive jusqu’d|Positive jusqu’a]Positive jusqu’a 
0,0 


tive jusqu’a 0,0025.| 0.005. 5 0,01. 
. + : Négative. 
-|Positive jusqu’a|Positive jusqu’a|Positive jusqu’a]Positive jusqu’a 
0,04. 0,01. 0,005. 0,005. 
-|Posilive jusqu’a|Faiblement posi |Positive jusqu’a|Positive jusqu’a 
0,025. tive jusqu’a 0,025.) 0,025. 0,025. 
Positive jusqu’a 0,025. 
Faiblement posilive jusqu’a 0,025. 


avec l’antigéne n° 5 (L. tropica. var. caninum), fortement positive avec l’anti- 
gene n® 34 (L. tropica var. caninum) jusqu’a la dose de 0 ¢.c. 005, fortement 
positive avec l’'antigéne n° 34 (L. tropica var. caninum) jusqu’éa la dose 
de 0 c.c. 005, fortement positive avec l’antigéne n° 45 (L. donovani) jusqu’a 
la dose de 0 c.c. 025), fortement positive & la dose de 0 ¢.c. 05 avec l’anti- 
géne n° 22 (L. lropica). 


Le groupe suivant de chiens était suspect de leishmaniose. 
Sous le terme « suspect » nous entendons des chiens qui ont 
eu une blépharite et de l’amaigrissement. Tous les chiens 
suspects, & une exception prés, ont donné une réaction de 
fixation du complément positive avec différents antigénes. 

Tous les chiens qui ont donné un résultat posilif furent plus 
tard atteints de leishmaniose généralisée. 7 chiens du méme 
lot, qui ne manifestaient aucun symptome externe de leishma- 
niose, ont donné un résultat négatif avec les antigénes. 

On voit donc, d’aprés ces données, que les chiens qui 
réagissaient posilivement avec nos anligénes, ne se dislin- 
guaient nullement par le type des sérums de celui de Zdro- 
dovsky et Voskressensky. 

Ainsi la leishmaniose cutanée du chien nous a donné, en dis- 
tinclion de celle de |homme, une réaction positive de fixation 
du complément d’aprés la méthode proposée par Zdrodovsky 
et Voskressensky. Le fait méme que les chiens furent plus 
tard atteints d’une leishmaniose généralisée, confirme notre 
opinion qu’ils ne possédent pas de parasite particulier L. tro- 
pica var. caninum. 

La réaction positive de fixation du complément chez les 
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chiens atteints de leishmaniose cutanée, plaide en faveur du 
fait que la leishmaniose, en pareil cas, ne se limite pas a une 
réaction locale, mais donne une infection générale, cela peul 
expliquer la présence de substances fixant le complément dans 
le sang des animaux durant la période de la maladie quand les 
leishmanies ne se sont pas encore manifestées dans les produits 
de curettage de la peau de la paupiére. Cette idée principale se 
trouve confirmée par le fait que chez homme atteint de 
leishmaniose limilée & la peau, on ne trouve pas dans le sang 
de substances fixant le complément, malgré l'immunité durable 
contre cette maladie. Nous devons ajouter que, chez un chien 
atteint d’une leishmaniose cutanée bien certaine, ainsi que chez 
les chiens avec l’antigéne de L. tropica var. canina, la réac- 
tion a été de la méme intensité dans les cas ot elle avait été 
intense encore avec les anligénes de L. canis. 

En analysant notre matériel concernant la fixation du com- 
plément avec les sérums humains et canins dans la leishma- 
niose généralisée et culanée, nous nous croyons en droit de 
tirer la conclusion suivante: 

Sans doute Zdrodovsky et Voskressensky ont raison. Le 
sérum des hommes et des chiens atteints de leishmaniose 
généralisée contient des substances qui fixent le complé- 
ment. Ces substances se manifestent bien si nous employons 
les antigenes d’aprés la méthode de Zdrodovsky et Voskres- 
sensky. Nous sommes d’accord avec la supposition de 
Zdrodovsky et Voskressensky qu'il est possible d’obtenir des 
organes des hommes et des animaux, des antigenes de méme 
efficacité que ceux des cultures quoique, dans cette direction, 
les explorations aient donné un résultat négatif, en particulier 
le travail de Georgievsky de notre Institut, accompli sur notre 
initiative. 

Georgievsky s'est servi, en qualité d’antigéne, de l’extrait de 
rate desséchée de chiens atteints de leishmaniose généralisée. 

Le titre des substances qui fixent le complément chez les 
hommes et les chiens est élevé (jusqu’a 0,001). C’est pourquoi 
la réaction peut étre employée avec succés en vue du dia- 
gnostic, et d’autant plus que, d’aprés notre expérience, le 
sérum des malades, méme aux stades initiaux de la maladie, 
contient déja les substances qui fixent le complément (par 
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exemple six semaines apres le début); le fait que cette réaction 
est spécifique et ne donne que rarement un résultat posilif 
(les réactions négatives n'ont eu lieu que dans un seul cas) 
confirme sa valeur diagnostique. C’est pourquoi il est néces- 
saire de commencer l’étude de la réaction sus-mentionnée 
du point de vue de sa valeur diagnostique. I] est vrai que le 
diagnostic de kala-azar chez les hommes a fait de grands pro- 
grés, surtout aprés la mise en pratique, par Kassirsky, de la 
méthode de ponction du sternum. 

Toutefois, il n’est pas rare que les médecins rencontrent des 
cas ot les leishmanies sont absentes méme dans la moelle du 
sternum. Or, c’est justement dans ces cas que la réaction de 
fixation du complément peut rendre de grands services. 

Enfin, il faut tacher d’utiliser cette méthode dans un but épi- 
démiologique, principalement pour étudier les formes larvées 
de la leishmaniose, surtout celles des chiens. 

Kn France, dans ces derniers temps, cette méthode a été 
mise en pratique chez les chiens par Falchetti, mais, d’aprés 
les données de cet auteur, ses résultats furent douteux. 

Nous pouvons tirer de nos recherches les conclusions sui- 
vantes : le sérum des malades de leishmaniose généralisée 
donne souvent une réaction globale avec les antigénes du 
groupe L. tropica. Sous ce rapport, ces derniéres, d’aprés nos 
données, ne different pas trop des sérums des chiens atteints 
de leishmaniose généralisée. Notre matériel en cette question, 
differe considérablement des données de Zdrodovsky et 
Voskressensky. Nous avons déja dit, au commencement, que 
nous avons suivi exactement la méthode de ces auteurs; ainsi, 
cette divergence ne peut tenir a la différence de méthode et 
elle peut étre expliquée premiérement par ce fait que nous 
avons utilisé dans nos expériences des antigénes plus variés 
que ceux de Zdrodovsky et Voskressensky. 

Nous voyons que les différents antigénes du méme groupe 
sont loin d’étre équivalents, comme antigénes et cette non-équi- 
valence ne dépend pas toujours de l’age de la culture en dehors 
de l’organisme. II peut se faire que les expériences ultérieures 
démontrent la possibilité d’employer des souches de tel ou tel 
age; cependant, il est tres important de remarquer que souvent 
les sérums ne réagissant guére ou faiblement avec un anti- 
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Tasteau VIL. — Réaction de la fixation du complément 
daprés Bordet-Gengou. 


EXPERIENCE D'ABSORPTION 


Le sérum du malade Djaktemirof (LZ. donovani) saturé par la souche 17 
(L. canis), 12 heures aprés la saturation est mis en réaction avec les 


souches : 
Dose 
0,005 0,0025 0,001 
nil — _ — 
(L. canis) 
40 oe = == 
(L. donovant). 


Le sérum du malade Maksoulova 42 heures aprés la saturation avec la 
souche 17 (L. canis) est mis en réaction avec les souches : 


Dose 
0,005 0,0025 0,001 
47 — — — 
(L. canis). 
45 — — —_ 
(L. donovani). 
22 


(L. tropvea). 


Le sérum du malade Maksoulova aprés la saturation avec la souche 5 
(L. tropica var. canina). 


REACTION D& FIXATION DU COMPLEMENT A 04 AVEC LES SOUCHES 


a= 45 — 17 — 
L. tropica var. can.). (LE. donovani). (LE. canis). 


Sérum de chien apres la saturation avec la souche 45 (L. donovani). 


REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT A 0,1 AVEC LES SOUCHES 
eS ee re ree Se 


147 — 45 — 29E6 


; 5 
(L. canis). (L. donovani). (L. tropica). x 


(L. tropica var.can.). 
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CONTROLE DE LA SATURATION DE L’ANTIGENE 


Souches 


0,05 | 0,0025 | 0,014 0,005 | 0,0025 ] 0,004 


a 


Sérum de l’enfant Djaktemirof sans 
Salurationis ae eer ahs Beles = _ _ _ — — 
Antigéne 17 saturé par le sérum de 
Venfant Djaktemirof. ..... . _ — — — 
Antigéne 40 saturé par le sérum du 
CHICA CUSIT teen mas an eer a) — _ — 
Sérum de l’enfant Maksoulova sans ‘ 
SAUUITAtION ta op oe cers os oo ers — —_— _ — — _ 
Antigéne 27 saturé par le sérum de 
enfant Djaktemirof. = .-. .. . + — — —_ _ _ 


gene réagissent bien avec un autre; or, le champ de I’action 
réciproque du sérum sur les souches hétérologues s’agrandit 
dans des cas pareils. 

Si nous classons les sérums humains d’aprés leur action 
réciproque sur les leishmanies de groupes différents, nous 
devrons admettre que, dans notre matériel méme, les sérums 
humains peuvent se diviser en type « D. T. » et « T» (suivant 
Zdrodovsky et Voskressensky (V. tableau n° 6). 

Deuxiémement, la divergence entre nous et Zdrodovsky et 
Voskressensky en estimation du champ d'action dans l’effet 
des sérums humains, étudiés par nous, peut étre expliquée par 
les parlicularités des souches de leishmanies en Asie centrale. 
Or, nous avons bien Je droit de Je dire, la particularité épidé- 
miologique fort considérable de la leishmaniose en Asie cen- 
trale, comme |’a plus d’une fois signalé l'un de nous (Khodukin), 
est celle de l’existence compatible de foyers de leishmaniose 
cutanée et généralisée chez les hommes, ainsi que cliez les 
chiens. 

Il arrive trés souvent que la leishmaniose cutanée du chien 
dégénére en viscérale. Cette particularité doit réagir d’une 
maniére ou de l’autre sur les conditions biologiques de nos 
leishmanioses. 

Or ces particularités avaient déja été signalées; ainsi 
M. Mayer et J. Ch. Ray avaient établi que les L. tropica, d’ori- 
gine Asie Centrale, ont une croissance particuliére sur le milieu 
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solide de Noller, et c’est précisément la souche de |’Asie Cen- 
trale qui donne des colonies ramifiées, qui manquent dans les 
autres souches. L’un de nous (Khodukin) avance la supposi- 
tion que la leishmaniose de I’Asie Centrale n’a pas encore de 
différenciation considérable. Aussi, nous avons le droil d’espérer 
que les souches de l’Asie Centrale et par conséquent les sérums 
vont posséder un plus grand champ d’action qu'il n’en est 
fixé pour les autres pays. 

En tout cas nous devons admettre que les sérums des enfants 
leishmaniés en Asie Centrale, — nous y insistons principale- 
ment, —ne different nullement des sérums des chiens malades. 
Or, avec cela, il est impossible de ne juger de lidentilé des 
souches L. canis et L. donovani que d’aprés la réaction directe 
de la fixation. C’est pourquoi nous étions obligés de pratiquer 
Vexpérience de l’épuisement. 

Nous pensions que si ces sérums se montraient zdentiques 
d’aprés leurs substances fixant le complément, nous aurions 
élabli définitivement que les sérums canins sont bien indivi- 
dualisés. 

Dans ce but, nous avons choisi le sérum d’un enfant 
type D et le sérum canin appartenant probablement au 
type « DT ». 

L’expérience nous démontra (voir tableau VII) qu'il ne se 
manifeste point de différence entre L. canis et L. donovani; 
par conséquent les sérums se montrérent identiques. 

L’expérience de saturation des substances fixant le com- 
plément a été pratiquée d’aprés le sehéma suivant. 

Le sérum de homme malade ou du chien atteint de leish- 
maniose était saturé d’antigéne préparé d’aprés la méthode’ 
de Zdrodovsky et Voskressensky. Le sérum expérimenté était 
dilué en proportion de 4 p. 50, puis complété par l’antigéne en 
quantités équivalentes; ce mélange était placé pendant vingt- 
quatre heures a l’étuve & 37°C., puis centrifugé et vérifié 
quant & la saturation. En outre, le sédiment méme de l’anti- 
géne était employé en qualité d’antigéne, comme contrdle 
de saturation de l’antigéne lui-méme par les anticorps. Ce 
sédiment était dilué avec de l’eau physiologique jusqu’a l’état 
louche, correspondant & 1 milliard d’un standard bactérien 
ordinaire, c’est-a-dire jusqu’a Ja non-transparence, correspon- 
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dant & celle de l’essai ordinaire de la réaction de fixation du 
com plément. 

Le tableau VII représente les résultats de ces essais. Or, il 
est évident que toutes les souches utilisées dans les expériences, 
extraient les substances fixant le complément également du 
sérum humain et canin. Le résultat de cet essai est analogue a 
celui que nous avons obtenu au cours de l’absorption des 
agglutinines, d’'aprés la méthode de Castellani. 

Nous en tirons la conclusion que les sérums canins du type 
« DT » sont parfaitement analogues aux sérums humains et 
que la réaction différente de ces sérums par rapport aux diffé- 
rentes espéces de leishmanies ne dépend que de l’inégalité des 
propriétés antigénes des leishmanies du méme type, étant 
faibles chez les uns, exprimées plus fortement chez les autres. 

Ainsi, au moins en Asie Centrale, nous ne pouvons pas 
considérer comme démontrée l’existence des sérums du type 
« DT » comme des sérums originaux, particuliers et propres 
seulement aux chiens malades. 

On peut se douter de leur existence, méme en Azerbeidjan 
du moment que Zdrodovsky et Voskressensky n’avaient 
employé dans leurs travaux qu’une souche de L. donovani et 
L. tropica. Or, il est fort possible d’obtenir avec les sérums 
d’Azerbeidjan et d’autres des réactions de groupe plus fré- 
quentes et d’un plus grand champ d'action en utilisant Jes 
différents antigenes du méme type de leishmanies, car ils ne 
sont point équivalents en valeur antigéne. 

La difficulté énorme du travail avec les leishmanies et la 
nouveauté de la question méme concernant l’usage de la séro- 
réaction en protozoologie, etc., conduisaient inévitablement a 
des erreurs. Cela prouve une fois de plus que la science micro- 
biologique a accordé trop peu de temps et d’altention au pro- 
bléme de l'étude expérimentale des propriétés sérologiques 
des protozoaires pathogénes. 

Comme il est indiqué ci-dessus, nous avons cultivé les sou- 
ches L. canis et L. donovani sur le milieu solide de Mayer pour 
étudier la morphologie des différentes colonies de nos leish- 
manies. Dans ces essais, nous n’avons expérimenté qu’avec 
L. canis et L. donovani Vorigine Asie Centrale. M. Mayer et 
J. Ch. Ray, dans leur travail concernant cette question, signa- 
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lerent que les colonies de L. donovani sont luisantes et offrent 
le méme aspect rond et lisse. Les colonies de nos souches 
L. canis ainsi que L. donovani avaient une morphologie ana- 
logue. Or, du moment que nos expériences ne sont pas 
nombreuses, nous craignons d’avancer une opinion définitive 
concernant cette question. Néanmoins, le fait de lidentité du 
tableau morphologique des colonies de nos leishmanies asia- 
tiques chez homme comme chez le chien nous donne a penser 
a l’authenticité des L. canis et L. donovani Worigine Asie Cen- 
trale, au moins de certaines d’elles. Il est fort possible qu’au 
cours d'un examen sysltématique des souches d’Asie Centrale, 
notre supposition ne soit confirmée que par rapport & cer- 
taines souches, car, déja dans les expériences de M. Mayer 
et de J. Ch. Ray, une différence morphologique apparut entre 
L. tropica dorigine Asie Centrale et L. tropica de Bagdad. 
C’est pourquoi il est fort possible de trouver des souches de 
L. canis et L. donovani comme différentes quant & la morpho- 
logie des cultures. En tout cas, il est désirable de continuer les 
essais. 
CoNnCLUSIONS GENGRALES. 


Au cours de trois ans de travail sur l’étude des méthodes 
@identification des leishmanies, nous avons éprouvé la réac- 
tion d’agglutination, le phénoméne de Noguchi, la méthode 
d’absorption des agglutinines d’aprés Castellani, la réaction de 
fixation du complément ordinaire et la méthode de l’absorp- 
tion préalable suivie de la fixation du complément; en 
outre, nous avons étudié les propriétés fermentatives de 
quelques souches de leishmanies et, enfin, la morphologie des 
colonies, seulement, il est vrai, de deux espéces les plus 
importantes au point de vue épidémiologique (L. canis et 
L. donovani). Le phénoméne de Rickemberg avait été étudié 
les années précédentes. 

Notre matériel pour la réaction d’agelutination avec les 
sérums expérimentaux, préparés par immunisation de lapins 
avec des cultures, montre gue nous avons obtenu dans 
la grande majorité des cas, des réactions de groupe bien 
exprimées. En général, ces réactions n’atteignent point le titre 
du sérum donné de leur propre souche et, en nous en ser- 
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vant, nous pouvons plus ou moins sirement distinguer quel- 
ques souches de leishmanies, la possibilité d’une erreur 
n’élant pas exclue toutefois, car certaines souches de leish- 
manies, appartenant & la méme espéce, peuvent posséder 
une valeur différente d’agglutinabilité. Certaines souches de 
leishmanies (par exemple L. donovani, notre souche n° 36) 
donnent des sérums expérimentaux assez spécifiques. Quel- 
ques-unes donnent des sérums avec un grand champ d'action ‘ 
(par exemple la souche n° 29). 

L’absorption des agglutinines, suivant Castellani, n’a pas 
contribué & la solution du probleme de la diagnose des leish- 
manies, car aprés l’absorption par telle ou telle autre espace de 
leishmanies, il ne reste plus d’agglutinines envers d’autres 
souches, quelle que soit l’espéce & laquelle elles appartiennent. 

En réservant le phénoméne de Noguchi avec notre modifi- 
cation, nous avons établi que ce phénoméne se réduit & la 
lyse des leishmanies, quand les sérums employés possédent 
une certaine activilé. Cette lyse est provoquée par les anti- 
génes qui ont aussi une réaction de groupe considérable sur les 
leishmanies de l’origine la plus différente. Les tentatives pour 
préciser le titre de ces lysines avec une quantité constante de 
complément donnérent un résultat incertain, la lyse s’effec- 
tuant & peu prés uniformément avec toutes les souches en 
expérience; c’est-a-dire que la réaction de groupe se manifesta 
cette fois jusqu’aux titres limités. Au fur et & mesure de la 
diminution de la concentration, la lyse disparaissait et en 
méme temps apparaissait l’agglutination ici encore avec toutes 
les souches de lorigine la plus différente (L. ¢ropica, L. dono- 
vani, L. brasiliensis et leurs quelques variétés). 

La réaction de fixation du complément allait donner un 
résultat plus stir, mais ici encore nous trouvions que les 
sérums d’hommes et de chiens atteints de leishmaniose géné- 
ralisée, ont la propriété de donner des réactions de groupe 
dans des limites assez larges, presque avec toutes les souches, 
excepté L. brasiliensis, avec lesquelles la majorité de nos 
sérums humains donnait une réaction négative. 

En général, on peut s’accorder avec la classification aux 
sérums canins selon les types proposés par Zdrodovsky et 
Vokressensky, mais il est & noter qu’il est nécessaire d’étendre 
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cette classification aux sérums humains; il n’y a point de dif- 
rence principale entre les sérums humains et ceux des chiens 
par rapport & leur réaction sur différents antigénes leishma- 
niens. Le type canin spécifique « DT » ne se rencontre poiat 
en Asie Centrale. 

Au cours de l’analyse de ce type & l’aide de la méthode 
d’absorption, il se montra identique au type humain. 

Les expériences d'absorption des substances qui fixent le 
complément, donnérent un résullat analogue & celui des expé- 
riences dabsorption des agglutinines, cela veut dire que, ici 
encore, nous avons eu alfaire a ’absorption, par quelque souche, 
des substances fixant le complément, et cela se rapportait & un 
groupe entier de leishmanies, dans notre cas a L. tropica, 
L. canis, L. donovani. 

Or, aucune des méthodes suggérées dans un but de diffé- 
renciation ne donna de résultats décisifs, y compris le phéno- 
méne de Rieckenberg. Toutes les réactions ont un champ 
d’action trés large. Les leishmanies de différentes. origines, 
employées comme antigénes, possédent un appareil récepteur 
commun. Or, il est fort possible que les propriétés antigénes 
soient basées sur la présence d’un antigéne général et que les 
différentes nuances dans les titres soient en connection avec des 
particularités fort instables et spécifiques pour l’espéce donnée 
de leishmanies et que ces particularités ne se manifestent que 
par la clinique de la leishmaniose ot le tableau dépend de 
laction réciproque de l’organisme et du microbe. 

Mais, 4 ce qu'il parait, nous n’avons pas la possibilité de 
différencier les souches de leishmanies de l'homme et du chien 
par la vote des méthodes sérologiques actuelles. 

L. brasiliensis est la seule souche qui se différencie bien par 
la réaction de fixation du complément et la méthode d’absorp- 
tion des agglutinines. Derniérement, Napier et Krishnan ont 
proposé l’hypothése de l’unicité des virus des leishmanioses 
cutanée et viscérale. D’aprés ces auteurs, les leishmanioses 
dans une localité donnée, revétent tantot la forme cutanée, 
tantot la forme viscérale, selon le degré d’immunité de 
la population du pays. En tout cas les virus-de la leishma- 
niose sont aptes 4 des variations de virulence considérables 
en relation avec la durée de l’épidémie et le degré d’immu- 
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nité de la population. Si nous envisageons la question de 
ce point de vue, Ja cause de nos résultats, si inaltendus 
dans nos essais, sera plus claire. Il est fort possible que les 
antigénes employés par nous et provenant des formes flagel- 
lées des leishmanies, par le fait méme de la culturé, soient 
privés des particularités correspondantes & la méme espéce 
biologique se trouvant dans la condition naturelle parasitaire. 


DS 


INFLUENCE DE DIVERS AGENTS PHYSIQUES 
SUR UN SARCOME EHRLICH DE LA SOURIS 


par A. BESSEMANS etl L. ASAERT. 


Unstitut d@’ Hygiene et de Bactériologie de [Université de I Etat 
a Gand. Directeur : professeur D' A. Bessemans.) 


Besredka et Gross [4 a 5] ont étudié l’action d’une série 
d’agents physiques sur un sarcome de la souris provenant d’un 
carcinome spontané observé par Ehrlich (4). 

Dans une de leurs publications qui résume leurs résultats [4], 
ils s’expriment comme il suit : « La tumeur sarcomateuse, 
triturée et émulsionnée dans de l’eau physiologique, ne 
conserve pas sa virulence au dela de quarante-huit heures, ni 
ila température du laboratoire, ni & celle de 4° C.; elle ne 
conserve pas non plus sa virulence dans la glycérine; dans le 
liquide de Drew, la tumeur n’est plus inoculable aprés trois 
jours; laméme tumeur, conservée pendant trois jours dans du 
blanc d’ceuf, a pu donner encore un sarcome ; dans du lait, la 
tumeur garde également son pouvoir pathogéne pendant trois 
jours. » 

« Dans une de nos expériences, la tumeur a été broyée en 
présence du lait sans addition d’eau physiologique. Aprés un 
séjour de vingt-quatre heures a la température du laboratoire, 
lémulsion a été centrifugée; la partie supérieure, qui ne parais- 
sait pas renfermer de cellules, a été injectée & 2 souris sous la 
peau. Ces 2 souris présentérent, quinze jours plus tard, des 


(1) Des essais analogues ont été institués par d’autres auteurs sur d’autres 
néoplasmes. C’est ainsi que Woglom [7] a recherché sil’hyperthermie artifi- 
cielle joue un role dans l’évolution, chez le rat, du carcinome de Flexner- 
Jobling, et, chez la souris, du carcinome n° 63, du sarcome n® 180 et d’un 
adéno-carcinome mammaire spontané. Bien qu'il ait fait monter, en les placant 
dans une éluve A 42° C., la température rectale des animaux de 2 A 3° en 
moyenne, a huit ou dix reprises (au total trois cent quatre-vingt-huit heures), 


le développement des tumeurs se fit en tous points comme chez les ani- 
maux témoins. 
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sarcomes au niveau de l’inoculation. Dans une autre expé- 
rience, un fragment de tumeur sarcomateuse, gros comme un 
pois, a 6lé conservé pendant trois jours dans du lait; le liquide 
surnageant, retiré avec précaution et injeclé sous la peau d'une 
souris neuve, donna naissance, quatre semaines plus tard, & un 
sarcome typique au niveau de l’inoculation. » 

« La dessiccation de la tumeur pendant un & trois jours dans 
le vide, sur acide sulfurique ou sur potasse caustique, fait dis- 
paraitre le principe pathogéne. » 

« La tumeur, broyée et émulsionnée dans de l’eau physiolo- 
gique, cesse d’étre virulente aprés avoir été portée pendant 
vingt-quatre heures & 37°, pendant quatre heures a 40°, pen- 
dant deux heures & 44°, pendant une heure & 42° ou pendant 
vingt 4 trente minutes a 43°. » 

« Les souris, qui sont déj& en puissance d’une tumeur, 
laissées pendant des semaines a |’étuve 4 37°-38°, voient leurs 
tumeurs évoluer d’une facon normale. L’évolution de la 
tumeur parait retardée chez des souris soumises 4 44°. Dans 
une de nos expériences, nous avons soumis a 43°, pendant 
vingt-quatre heures, 6 souris venant d’étre inoculées : 3 souris 
sont mortes dans la nuit, les 3 autres survécurent sans pré- 
senter de tumeur. » 

Nous avons repris et développé certaines de ces expériences, 
intrigués par le fait que les températures indiquées par Besredka 
et Gross comme virulicides, se rapprochent sensiblement de celles 
que nous avons trouvées néfastes in vivo pour le tréponéme de 
la syphilis [6}. 

Notamment, en mars 1935, Besredka eut ’amabilité de nous 
procurer une souris blanche inoculée sous la peau au moyen 
du sarcome précité et portant sur le dos, au moment oi elle 
nous parvint, une tumeur de la grandeur d’une petite noix de 
galle. Cetle tumeur fut extirpée immédiatement et se présenta 
sous la forme d'une coque épaisse et consistante, charnue et 
richement vascularisée, entourant une petite masse centrale de 
tissu pulpeux et blanchatre qui représentait environ 1/10 de 
la masse totale. Une partie de la coque, que le professeur Goor- 
maghtigh eut l’obligeance de soumettrea l’analyse histo-patho- 
logique, s’'avéra « 6pithélioma encéphaloide atypique avec 
nécrose étendue ». Le restant de la coque fut découpé aussitét 
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au scalpel en petits fragments qui, passés deux fois 4 travers 
une seringue Record de 4 cent. cube, se réduisirent en bouillie 
suffisamment fine pour qu’elle pit étre injectée aisément au 
moyen d'une aiguille de 1/2 millimétre de diamétre intérieur. 


A. — ENTRETIEN DE LA SOUCHE. 


Des quantités de bouillie charnue, variant de 0,2 a 0,05 c. c. 
donnérent toujours (cent fois sur cent), chez la souris blanche, 
en injection hypodermique sous la région dorsale, des résultats 
positifs, tanta la fin qu’au commencement de la présente étude. 
Sion se limite a 0,1 ¢. c., dose que nous etimes vite fait de 
choisir définitivement pour toutes nos expériences, l’on observe 
qu’aprés cing & six jours la bouillie injectée devient plus 
compacte et plus cohérente au toucher, comme si une capsule 
fibreuse s’était formée alentour. ‘Le dixiéme jour environ la 
tuméfaction commence a grandir. Elle se développe régulié- 
rement et rapidement, et atteint en moyenne au bout d’un 
mois les dimensions d’une grosse noix de galle, dont l’aspect 
ala biopsie est identique 4 celui de la tumeur décrite ci-dessus 
chez la souris recue de Besredka. La mort de l’animal survient 


invariablement dans la cinquiéme semaine & partir de lino- 
culation (1). 


B. — InNerLuence DE DIVERS MILIEUX in vitro 
A DES TEMPERATURES DIFFERENTES. 


La coque charnue des tumeurs bien développées (d’un mois 
environ) fut partagée en deux. La moitié fut conservée telle 
quelle, autre moitié sous la forme de bouillie préparée comme 
il est indiqué plus haut, soit & l'état pur dans un tube & essai 
bouché au liége, soit en immersion dans l’eau physiologique ou 
le lait de vache, pendant quarante-huit heures, soixante-douze 
heures ou quatre-vingt-seize heures, & des températures de 


4 


17° U., de 6° C. ou de — 10° C. Apres ces périodes de temps, le 


(1) Ces données sont basées sur l’observation de 250 souris blanches, 
Nous pouyons ajouter que 10 souris sauvages ordinaires se révélérent iden- 
tiquement sensibles; que, par contre, 25 rats blancs et 4 cobayes, inoculés 


dans les mémes conditions 4 raison de 0,4 a 4 cent. cube se montrérent 
réfractaires. 
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liquide surnageant fut décanté et la bouillie ou le fragment 
(réduit en bouillie & son tour) furent inoculés comme d’habi- 
tude chez des souris blanches neuves, a raison de 0,1 c. ¢. 
Toutes les opérations furent effectuées aseptiquement. 

Sur 60 animaux injeclés au moyen de fragments ou de 
bouillies qui avaient été conservés a 17° durant quarante-huit 
heures 8 l'état pur ou dans l’un des liquides précités, aucun ne 
développa la moindre néoformation. 

45 souris recurent des fragments ou des bouillies restés 
durant quarante-huit heures aussi, a l'état pur, dans l’eau phy- 
siologique ou dans le lait, mais & 6° C. ou a — 10° C.: 
chez tous, le résultat fut posilif, tout autant que chez les 
témoins. 

45 souris furent trailées au moyen de fragments ou de 
bouillies restés durant soixante-douze heures, a |’état pur, dans 
Veau physiologique ou dans le lait, aux deux mémes tempé- 
ratures de 6° C. et de —10° C.: chez toutes se développa la 
méme tumeur que chez les témoins, mais aprés une incubation 
d’un mois au lieu de dix jours. 

36 souris enfin recurent, respectivement par douzaine, ou 
des fragments ou des bouillies demeurés durant quatre jours 
a 17° C., a 6° C. ou A —10° C.: résultats uniformément 
négalifs. 

Ces différents résultats sont schématisés dans le tableau I. 


TasLeau I. — Résultats d'inoculations aprés différentes durées 
de séjour dans différents milieux et a différentes températures. 
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(1) N, négatif; P, positif; PR, positif 4 retardement. 
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C. — Ineruence in vitro DU CHAUFFAGE AU BAIN-MARIE. 


La coque charnue de tumeurs bien développées, placée a 
l'état pur, sous la forme de gros fragments ou de bouillie, dans 
des tubes & essai bouchés au liege, fut chauffée au bain-marie 
durant cing a trente minutes, & des températures de 43° C. a 
60° C. (tableau II), la température étant enregistrée au moyen 
d’un thermométre serré.dans le bouchon des tubes et dont le 
réservoir se trouvait au contact des produits néoplasiques. 

30 souris furent traitées au moyen de produits chauffés a 
43° C. durant dix minutes (10 animaux), vingt minutes (10 ani- 
maux) ou trente minutes (10 animaux) : résultats positifs 
comme chez les témoins. 

Chez 24 souris on injecta, respectivement par lots de 4 sujets, 
du produit sarcomateux chauffé & 50° C. durant cing, dix, 
quinze, vingt, vingt-cing ou trente minutes. Toutes devinrent 
porteuses de tumeurs, mais seulement apres une incubation 
d’un mois & cing semaines, alors que pour les animaux témoins 
Vincubation fut de dix jours. 

Les mémes expériences furent effectuées chez un nombre 
pareil de souris, mais aprés un chauffage a 55° C. et a 60° C. 
Les résultats furent identiques aux précédents. 


Tasieau I]. — Résultats d'inoculations aprés différentes durées 
de chauffage in vitro au bain-marie, a différentes températures. 


5 MINUTES|(0 minuTes|15 minuTESs|20 minu?tes|/25 minutes] 30 MINUTES 


D. — InFLueNce 2m vivo DE shsouRS A L'BrUvE (42°). 


Des souris fraichement inoculées et d’autres porteuses d'une 
tumeur de la grandeur d’une cerise (quinze jours) furent main- 
tenues dans l’atmosphére convenablement aérée et humectée 
d’une étuve a air chaud réglée a 42° C. Aucun animal n’y sur- 
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vécut au dela de trois jours. Par contre, 10 animaux fraiche- 
ment inoculés et 5 animaux porteurs du petit sarcome résis- 
terent durant cinquante-huit heures, aprés quoi ils furent 
replacés dans leurs conditions de vie habituelles: chez aucun, 
l’éclosion ni ]’évolution tumorales ne manifestérent la moindre 
modification. 


KEK. — INFLUENCE DES ONDES COURTES 
EMISES PAR UN APPAREIL ELECTRIQUE. 


Nous etimes recours au « Diathermax », de la « Compagnie 
générale de Radiologie » 4 Paris, d’une puissance de 350 watts, 
qui fournit des courants alternatifs de haute fréquence de 
16 & 20 millions de vibrations par seconde et qui engendrait, 
pendant nos essais, des ondes de 18 métres. L’action de ces 
derniéres sur le tissu sarcomateux fut étudiée in vivo et in vitro. 


4° INFLUENCE an vivo. — Des souris fraichement inoculées ou 
porteuses de tumeurs de la grosseur d’une petite noix de galle 
(trois semaines) furent suspendues par la queue a une corde, a 
égale distance de deux grandes électrodes, disposées verticale- 
ment et parallélement 415 centimétres l’une de l’autre, de fagon 
que le corps entier de l’animal] se trouvait parfaitement dans la 
zone d’action des ondes. Ensuite le voltage, poussé rapidement 
4 15, fut maintenu invariable durant cing a dix minutes. Si 
lon prolongeait cette durée il apparaissait des lésions vésicu- 
laires de brilure, capables d’entrainer, au bout de trois & quatre 
jours, la nécrose des tissus et la mort de l’animal. 

La température fut enregistrée au moyen d'une aiguille 
thermo-électrique, sous la peau dorsale et éventuellement en 
plein tissu tumoral, immédiatement avant et de suite aprés la 
séance d’irradiation : elle fut respectivement, en moyenne, de 
36° C. (hypodermique initiale), de 34°5 C. (intratumorale ini- 
tiale), de 38° C. (hypodermique terminale) et de 36° C. (intra- 
tumorale terminale). 

Ce traitement, appliqué 4 10 souris fraichement inoculées, 
n’empécha ni ne retarda l’apparition de Ja tumeur : celle-ci se 
développa et évolua normalement. 

De méme, l’évolution du mal chez 15 souris atteintes au 
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moment de la diathermie ne fut modifiée en aucune facon par 
les irradiations. 


2° InrrueNcE in vitro. — Des masses de 0,3 c.c. de bouillie 
ou des quantités correspondantes de fragments entiers de 
coque tumorale charnue, soit & l'état pur, soit immergées dans 
2 cent. cubes d’eau physiologique ou de lait de vache furent 
exposées aux irradiations dans des tubes & essai en verre ordi- 
naire et bouchés au liége, a égale distance de grandes élev- 
trodes disposées comme ci-dessous, la surface de celles-ci dépas- 
santlargement toute l’élendue des tubes. Ladiathermie fut appli- 
quée durant soixante minutes consécutives, sauf interruptions 
rapides de cing en cing minutes, a l’effet d’annoter, au moyen 
d’un thermométre ordinaire, la température atteinte par les 
produits néoplasiques : celle-ci fut de 20° C. avant les irradia- 
‘tions et monta toutes les cing minutes de 1°5 C. environ, de 
facon a atteindre 38° C. au bout d'une heure. Aprés ce temps, 
chaque tube servit 4 inoculer 2 souris neuves, a raison de 0,1 ¢.c. 
de produit néoplasique par animal. La méme série d’expériences 
fut effectuée deux fois. Les 24 souris ainsi inoculées dévelop- 
pérent des tumeurs, absolument comme les témoins (tableau II). 


TasLeau II]. — Résultats dinoculations aprés une heure de dia- 
thermie par ondes courtes in vitro (au milieu de deux électrodes 
distantes de 15 centimétres). 


TEMPERATURES MOYE\NES 
en degrés Celsius 


RESULTATS 


des inoculations 


Aprés 
45 minutes 


n 
Oo 
=) 
= 
a 
=) 
S 
Ne) 
Pl 


30 minutes 


P (8 souris), 
P (8 souris). 
P (8 souris). 


Eau physiologique . 
Lait de vache. .. . 


De nouveaux essais furent institués ensuite, semblabies aux 
précédents, sauf que les électrodes ne furent plus distantes que 
de 8 centimetres et que l’irradiation fut arrétée aprés une demi- 
heure. Les produits néoplasiques chau ffés & 72° C. ne parvinrent 


SUR UN SARCOME EHRLICH DE LA SOURIS 523 


plus & reproduire la tumeur; ceux chauffés & 58° C. et a 66° C. 
n’en provoquérent l’apparition qu’au bout de cing semaines 
(tableau IV). 

Enfin les mémes essais furent repris (méme durée d’irradia- 
tion, méme dispositif et méme voltage), mais l’échauffement 
fut contrecarré au moyen d'une soufflerie qui projetait un cou- 
rant d’air froid (20°) sur les tubes. Les produits néoplasiques 
n’atteignirent ainsi que 38°, 41° ou 52° C. Ceux qui dépas- 
sérent50° ne reproduisirent la tumeur qu’aprés un mois d’incu- 
bation, les autres la provoquérent & l’instar de produits frais 


itabilent NAGEL): 


'Tasceau IV. — Résultats dinoculations aprés trente minutes de dia- 
thermie par ondes courtes in vitro (au milieu de deux électrodes 
distantes de 8 centimétres). 


JEMPERATURKES MOYENNES 
en degrés Ce!sius : 
RESULTATS 


des 


inoculations 


Aprés 
30 minutes 


n 
o 
42 
=I 
=) 
= 
a 
=I 


5 minutes 


Aprés 
10 minutes 
15 minules 

Aprés 
20 minutes 


2 


N (30 souris). 
PR (20 souris). 
PR (20 souris). 


Etat pur 
Eau physiologique. 
Lait-de vache. . . 


~ 
for 
> 


(Se) 
oe mt ~2 
N 


ew 
io) 


Tastzau V. — Résultats d’inoculations aprés trente minutes de dia- 
thermie par ondes courtes in vitro (au milieu de deux électrodes 
distantes de 8 centimétres), léchauffement étant contrecarré par 
un courant d’air froid. 


TEMPERATURES MOYENNES 


en degrés Celsius . 
RESULTATS 


des 


tes 


inoculations 


Aprés 
minutes 
Aprés 
10 minutes 
Aprés 
15 minutes 
Apres 
20 minutes 
Aprés 
5 minu 
Aprés 
30 minutes 


5 
25 


PR (20 souris). 
P (20 souris). 


Etat pur oe a 
Eau physiologique.| 22 3 i 
Lait Me eathous 5/823) 1-29 P 5 : 3 |P (20 souris). 


woe 
bo 


(1) Ayant perdu notre souche tumorale, et Besredka s’étant trouvé dans 
les mémes circonstances, nous avons été forcés d’arréter ici nos essais. 


524 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ConcLusions. 


1° La souris sauvage (Mus musculus) est réceptive, le rat 
blanc et le cobaye paraissent réfractaires au sarcome Ehrlich de 
la souris blanche. 

2° La virulence de cette tumeur disparatt aprés un séjour de 
guarante-huit heures a 17° C. ou de quatre jours a 6° C. ou 
—10° C., que celle-ct soit conservée a [état pur, dans Ceau phy- 
stologique ou dans le lait de vache. Elle persiste aprés un séjour 
de quarante-huit heures ou de soixante-douze heures dans les 
mémes conditions, mais ades températures de 6° C.ou de —10°C.; | 
toute fois elle est nettement atténuée apres soixante-douze heures 
(incubation portée de dix jours a un mors).. 

3° Un chauffage in vitro au bain-marie de fragments ou de 
boutllies néoplasiques a létat pur ninfluence aucunement la 
virulence au bout de dix a trente minutes a 43° C. Sa le méme 
chauffage a leu durant cing a trente minutes a des températures 
variant de 50° C. a 60° C., la virulence persiste, mais est forte- 
ment atténuée (incubation portée a cing semaines environ). 

h° Un séjour durant cinguante-huit heures, dans une atmo- 
sphere aérée et humide a 42° C., de souris porteuses d’un sar- 
come développé ou fraichement inoculées, ne parvient a modifier 
léclosiuon ni Vévolution de la tumeur. 

5° La méme absence d'effet s abserve chez des souris porteuses 
du sarcome ou fratchement inoculées, soumises a une trradiation 
maximum par un appareil électrique émettant des ondes de 
18 métres, leur température intratissulaire ne Aepassan d'atl- 
leurs pas 38° C. 

6° Le sarcome de la souris garde entiére sa virulence aprés une 
wrradiation in vitro, & Vétat pur, dans Veau phystologique ou 
dans le lait de vache, par des ondes électriques de 18 méires agis- 
sant durant une heure et portant sa temperature a 38° C. 

T° Les mémes trradiations en suppriment ou en affaiblissent 
la virulence, lorsqwelles font monter sa température, au bout de 
trente minutes, respectivement a& 72° C. ou seulement a 66° ou 
a 5° C. Toutefors, tl ne s'agit pas la d'un effet purement élec- 
trique, élant donné, d'une part, que le méme résultat s’obtient 
aux mémes températures provoquées par la chaleur seule (con- 
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ot 


clusion 3), et que, d’autre part, cette action disparait si l'on 


empéche lV'échauffement sans modifier les courants diathermiques 
eux-mémes. 
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UNE DERMATOMYCOSE TROPICALE 
CAUSEE PAR UN CHAMPIGNON LEVURIFORME : 
GEOTRICHOIDES LAMBARENENSIS 


par A. et R. SARTORY, J. MEYER et WALTER. 


Dans des travaux anlérieurs (1), nous avons eu l'occasion 
d’isoler et de décrire un certain nombre de micro-organismes 
cryptogamiques provenant de matériel pathologique mis a 
notre disposition grace & amabilité des services du professeur 
Schweitzer (2) [Lambaréné : Afrique Equatoriale Frangaise]. 

Le présent mémeire faisant suite & ces travaux est consacré 
a l'étude d’un organisme isolé de squames cutanées prélevées 
sur des noirs traités & ’hdpilal de Lambaréné. Nous exposons 
ici les recherches sur identification du parasite, réservant pour 
une prochaine publication les observations cliniques, la patho- 
logie et l’étiologie de l’affection humaine. 


EX AMEN DES sQUAMES. — Les squames ont été déchiquetées au 
moyen d’épingles flambées et on les a traitées par la potasse a 
33 p. 100 afin d’obtenir des préparations éclaircies ; cette mani- 
pulation peut étre effectuée sur la lame en chauffant jusqu’a 
émission de vapeurs au-dessus de la flamme du bec Bunsen, 
mais nous avons préféré des préparations obtenues par contact 
pendant vingt-quatre heures avec l’alcali, ceci & |’étuve a 
eRe WE 

En examinant les débris ainsi traités, on constate entre lame 
et lamelle de petites squames, de rares poils non attaqués par 
Valcali ; & lintérieur des squames sont inclus de place en place 


(1) A. el R. Sarrory, J. Meyer et R. Weiss, Etude d'un champignon levuri- 
forme nouveau isolé d'une dermatomycose tropicale. Bull. Ac. Méd., 143, 
n° 45, 16 avril 1935. — Etude d’un Cladosporium nouveau : Cladosporium tro- 
picalis n. sp. isolé dune dermatomycose tropicale. Bull. Ac. Méd., 99¢ année 
143, no 24, 25 juin 1935. ; 

(2) Nous tenons a exprimer ici nos plus vifs remerciements a M. le profes- 
seur Schweitzer, qui a bien voulu mettre a notre disposition le matériel qui 
nous aseryi au cours de cette étude. 


DERMATOMYCOSE TROPICALE 527 


des éléments ovalaires, levuriformes, mesurant de 3a 6 uw. de 
longueur. 


IsoLEMENT DU paRAsite. — Les squames qui nous ont 6:6 
envoyées aprés prélévement et enveloppement aseplique ont été 
étalées sur milieu de Sabouraud maltosé solide de réaction 
acide (pH =5,4) pour éliminer la flore bactérienne. Les cul- 
tures ont élé disposées 4 + 27° et & 437°. D’autre part, nous 


Fic. 1. — Bourgeonnement des blastospores, formes en arbuscules, 
hyphes fortement cloisonnées, blaslospores jeunes, libres disséminées. 


avons eu recours au milieu de Raulin acide (pH = 4,6) dans le 
méme ordre didées. 

Aprés vingt-qualre heures de culture, on constate déja que 
les parcelles de squames prélevées se sont enlourées sur le 
milieu solide d’un liséré blanc visqueux. Sur le milieu de Raulin 
liquide, on percoit de méme l’amorcement d’une cullure. La 
croissance se manifestant mieux sur milieu solide, nous avons 
utilisé celui-ci pour Visolement en cultures pures. Les tubes 
placés 4 + 27° et & + 37° ont donné des résultats identiques. 

Annales de V'Instilut Pusteur, t. 57, n° 5, 1936. 36 
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Par repiquages immédiats pratiqués sur gélose acide de Sabou- 
raud, nous avons pu éliminer les moisissures et les saprophytes 
microbiens qui ne tardent pas & envahir le milieu, le deuxieme 
et le troisisme jour de culture. Nous avons ainsi obtenu en 
partant d’une culture de vingt-quatre heures des colonies pures 
arrondies, d’un diamétre de 5 410 millimétres, d’une couleur 
blanche ; ces colonies en se développant avec luxuriance sur le 


Fic. 2. — Filaments courts avec ébauches de conidies et denticules, 
vestiges du détachement des conidies (blastospores). 


milieu de Sabouraud, donnent un tapis homogéne blanc vis- 
queux. Nous reviendrons sur les propriétés cullurales dans la 
suite de notre exposé. 


MorenoLociz. — Examen en goutte pendante (eau de pomme 
de terre) : Chainettes de blastospores ovales ou elliptiques de 
formes plus ou moins irréguliéres ou ondulées; celles-ci peuvent 
étre munies de doubles membranes, contenir des substances 
glycogéniques et montrer des vacuoles ou des inclusions corpus- 
culaires. Ces cellules se multiplient en donnant naissance par 
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bourgeonnement & des hyphes fortement cloisonnées (ioe: 
celles-ci forment en différents points de leur parcours des ren- 
flements qui peuvent étre considérés comme des ébauches de 
conidies, car ils s’accroissent et se transforment en cellules 
arrondies. Quand ces éléments caducs se détachent, le filament 
leur ayant donné naissance prend un aspect denticulé (fig. 2). 

Culture sur lame gélosée : Nous ensemencons le parasite sur 


Fic. 3. — Culture sur Jame gélosée : a, filaments corémiés; 
6, formes fourchues et lancéolées; c, blastospores libres; d, arthrospores. 


lame couverte d'une mince couche de gélose et nous placons en 
chambre humide en prenant tous les soins pour éviter une con- 
tamination. Aprés deux jours, nous constatons 4 l’examen 
microscopique des chapelets de blastospores de taille inégale, 
tant6t 4 double membrane, comme nous |’ayons exposé précé- 
demment. Par coloration au moyen de bleu de méthyléne, on 
peut différencier Jes éléments suivants : des filaments mycé- 
liens trés longs, le plus, souvent corémiés et d’un diamétre 
inférieur ou égal a 1 » (fig. 3 a). 

Des filaments se terminant par des articles plus ou moins 
fusiformes, lancéolés ou en massue (fig. 3 6). 
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Des formes de multiplication (blastospores) qui prennent dif- 
ficilement le colorant, affectant l'aspect et les dimensions des 
éléments décrits plus haut (fig. 3 ¢). 

Des formes de multiplication naissant par fragmentation du 
thalle, 8 pouvoir chromophile trés prononcé, & bouts plus ou 
moins carrés (fig. 3 d). } 

Morphologie aprés trois semaines : L'cxamen microscopique 


Fic. 4. — Arthrospores ayant germé pour donuer des articles filamenteux 
tres allongés se terminant en laniére de fouet, en massue ou en fourche. 


des cultures effectuées sur jus de pomme de terre solide permet 
de constater les formes suivantes : 

Vers les parois du tube, on observe des filaments trés longs 
ondulés ayant lendance & prendre Ja forme corémiée, se termi- 
nant en luniére de fouet ou en fourche trés allongée (fig. 5). 

Morphologie aprés deux mois : Sur milieu de jus de pomme 
de terre ou sur Sabouraud maltosé solide, on constate a ce 
moment que les blastospores sont devenues beaucoup plus rares, 
elles ont pris un aspect vacuolaire et se sont munies de corpus- 
cules réfringents; on note d’autre part la présence d’éléments 
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vieillis en forme de virgule ou de boudins, croissants, eénéra- 
lement réunis en amas de 3 ou & enroulés les uns dans les 
autres (formes en crosse). 

Propriétés de colorabilité : Les éléments décrits prélevés sur 
les différents milieux pour la confection de frottis présentent 
ea général un pouvoir réfractaire vis-a-vis des colorations par 
dérivés anilinés; les filaments prennent en général le Gram 


Fic. 5. — Aspect microscopique d’une culture de trois semaines sur jus de 
pomme de terre : filaments trés longs, ondulés, montrant la naissance des 
spores en verticilles. Quelques filaments en fourche et en laniére de fouet. 


ainsi que les arthrospores, tandis que les blastospores montrent 
une tendance & la décoloration ou fixent le violet de gentiane 
seulement sur la membrane et aux extrémités polaires. Le bleu 
de méthyléne de Léffler et la fuchsine phéniquée constituent 
de mauvais colorants, de méme que le lactophénol. 

Nous avons obtenu les meilleurs résultats pour l’étude de 
ce champignon en ulilisant la méthode panoplique de Pap- 
penheim. 

Erude morphologique en goutle pendante : L’étude morpholo- 
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eique en goutte pendante sur eau peptonée nous a permis de 
fixer les propriétés d’évolution suivantes : les blastospores qui 
naissent-sur de petits denticules fixés sur les parois latérales de 
courts filaments, se séparent et augmentent de volume; la germi- 
nation s’effectue soit par bourgeonnement polaire, soit par bour- 
geonnement|latéral. Par la suite, l’accroissement donne naissance 
a des rameaux formés d’éléments cellulaires levuriens que Ota a 
désignés sous le nom d’arbuscules (fig. 1). Sur ces rameaux 
apparaissent de nouvelles blastospores isolées ou verticillées. 

Les arthrospores en germant donnent naissance a des articles 
filamenteux trés allongés se terminant en laniéres de fouct ou 
en massues, fourches ou en éléments lancéolés (fig. 4). Ces 
filaments donnent aussi naissance plus tard a des blastospores 
isolées ou verticillées. Par fragmentation et vieillissement, on 
note l’apparition d’articles filamenteux plus ou moins courts, 
ondulés ou méme spiralés. 

On congoit par cet exposé le polymorphisme de l’espéce 
envisagée et la difficulté de la classer suivant l’aspect morpho- 
logique ; c’est pourquoi nous nous sommes attachés a l’examen 
des propriétés culturales et biochimiques. 


CaRACTERES MACROSCOPIQUES DES CULTURES / CONSISTANCE ET ASPECT 
SUPERFICIEL DES CULTURES. — Sur milieu de Sabouraud maltosé 
solide et sur milieu de pomme de terre, nous avons pu con- 
stater les caracléres suivants : culture au début a aspect vis- 
queux, se détachant assez difficilement du substratum cohérent 
et s’étirant en fils au moyen de l’ensemenceur. Plus tard, les 
colonies deviennent membraneuses a aspect sec crayeux, d’une 
coloration blanc grisdtre sur milieu de Sabouraud. Sur pomme 
de terre, nous oblenons une culture mate, séche, a surface 
plissée rugueuse d’un blanc neigeux. Au début, la coloration 
sur ce milieu est légérement jaune serin. 

Vers les parois des tubes les cultures prennent un aspect plus 
ou moins duveteux suivant l’Age avec formation de méches 
formées par des filaments corémiés. Sur sérum coagulé, brunis- 
sement intense du substratum sur lequel se détachent nette- 
ment des cultures blanchalres. Sur bouillon de foie de veau 
gélosé, nous constatons des colonies de couleur saumon. 

Sur milieux liquides (eau de pommes de terre, Sabouraud 
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maltosé liquide), il se forme des flocons peu cohérents a la sur- 
face du milieu, qui adhérent aux parois des tubes pour former 
un anneau se détachant facilement ou tombent au fond du tube. 
La formation des voiles est donc toujours rudimentaire et fugace. 

Sur milieu de Raulin ou sur bouillon de foie de veau, colonies 
jaune serin lréschétives&lasurface du milieu, tombantfacilement 
dans la profondeur du tube. Le liquide surnageant se trouble. 

La culture en colonies géantes sur Sabouraud maltosé solide 
en boites de Petri, donne un voile épais a surface trés mate, 
aplatie, ridée, rayonnante & contours mamelonnés et souvent 
hérissés de méches & la suite de formations corémiées. Le bord 
des colonies est nettement limité (fig. 6). 


‘Température EvGENESIQUE. — Sur les milieux favorables, Vorga- 
nisme en étude pousse aussi bien & l’étuve a 27° qu’a celle de 37°. 
On observe dés la douziéme heure un développement abondant. 
A la température du Jaboratoire, la culture est un peu moins 
rapide el moins fournie. Notons que l’organisme pousse & + 42°, 


pH optimum. — La réaction du milieu n’a pas grande influence. 
Les cultures se développent en milieu acide de pH : 5,7 et 
milieu alcalin de pH : 7,8. La concentration optima en ions H 
des milieux est située entre pH : 6,8 et 7,2. 

Aspect macroscopique des cultures aux différents pX. 


APRES DEUX JOURS, VOILE DEPOT 


0 
1) 


eek 0 
.|Début de collerette. 

Voile trés fragile. 

Voile tres fragile. 

.| Voile trés fragile. 

Voile trés fragile. 

Voile trés fragile. 

Voile laissant collerette trés large, 
trouble de 1 centimétre au-des- 
sous de la surface. 

Développement maximum, an- 
neaux larges de 3 centimétres. 

Anneau large. 

Anneau large. 


Trés léger floconneux. 
Léger floconneux. 
Léger floconneux. 
Dépot +. 

Dépot ++. 

Dépot ++. 

Dépot +++. 

Dépot +++. 

Dépot +++. 

Dépdt intense ++++. 


Dépot intense +++-++4. 


Dépot intense ++++. 
Dépot intense +++. 


+, développement médiocre; ++, développement moyen; +++, développement 
abondant; +++-+, développement luxuriant; ++++4, trés luxuriant. 
Odeur : Les cultures exhalent une odeur de levure trés prononcée. 
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CARACTERES CULTURAUX. 


Mitiev pe Sasouraud MALTOSs soLipp. — Dés la douziéme 
heure, apparition de colonies arrondies & bords nets, de consis- 
tance nettement visqueuse. Diamélre : 2 & 10 millimétres, la 
culture est fortement fixée au substrat. 

Aprés quarante-huit heures, la couleur tend vers une colo- 
ration plus crayeuse. Les colonies évoluent et finissent par 
confluer en un tapis homogéne luisant, légérement mamelonné. 

Aprés quatorze jours, tapis mamelonné devenu gris brunatre. 

Aprés deux mois, l’enduit visqueux s’est rétracté etest devenu 
réticulé. 

Milieu de Sabouraudl glucosé gélosé, pil 5,6 : Développement 
plus lent; dés le deuxiéme jour, culture jaundtre autour des 
points d’ensemencement, mince, a bords irréguliérement fes- 
tonnés, a saillies bien accusées. On note la présence de plis 
concentriques. Dés le troisiéme jour, le développement semble 
ralenti. Aprés le dixidme jour, la culture marque un arrét de 
croissance (diamétre de 40 4 50 millimetres). 

Jus de pommes de terre alcalin gélosé, pH : 7,3 : Développe- 
ment luxuriant et rapide. En dix & douze heures, colonies 
puncliformes circulaires, sétalant trés vite et devenant con- 
fluentes en un tapis membraneux grisdtre a éclat métallique, 
qui peut atteindre déja aprés deux jours une épaisseur de’ 
1/2 centimétre. Cet enduit est élastique et s’étire au fil de 
platine. Aprés deux mois, noircissement du substrat et de la 
culture. 

Sérum coagulé ; Aprés un & deux jours, colonies blanches 
plutot séches formant un enduit recouvrant tout le substrat. 
Aprés le troisiéme jour, brunissement de ce dernier, mais les 
colonies restent blanches et se détachent bien du fond. Aprés 
Je huitiéme jour, début de liquéfaction qui s’accentue les jours 
suivants pour devenir total aprés deux mois. 

Raulin neutre gélosé : Développement rapide, stalionnaire au 
bout de trois & quatre jours, blanc mat a bords irréguliers. Les 
colonies restent minces et membraneuses. 

Pomme de terre ordinaire ; Des la vingt-cinquitme heure, 
enduit blanc visqueux recouvrant tout le substrat. Aprés deux 
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jours, l’enduit se plisse et prend un aspect verruqueux réticulé 
trés caractéristique. Les plissements sont concentriques et 
d’aspect vermiculé. La teinte blanche évolue aprés deux jours 
vers le jaune serin. Le liquide du réservoir inférieur du tube de 
Roux se recouvre d’un voile tres volumineux qui tombe au 
fond en donnant un dépét bianc. 

Septiéme jour: Enduit réliculé devenu blanc mat et mem- 
braneux a la partie inférieure, tandis que la partie supérieure se 
desséche. 

Sept: semaines Enduit réticulé, blanc sec crayeux, poudrevux. 

Aspect microscopique : Chainettes de blastospores verticillées. 

Carotte ordinaire : Aspect identique a celui sur pomme de 
terre. Développement un peu moindre. Aprés vingt-quatre 
heures, cultures blanchatres en saillie, rapidement confluentes 
formant & la trente-sixiéme heure un enduit plissé visqueux. 

Septiéme jour, l’enduit devient blanc sale et mamelonné. 
Sur Peau du tube de Roux, trouble et voile chétif, 

Curotte acide: Caractéres identiques. Développement trés 
faible. Colonies punctiformes aprés vingt-quatre heures, déve- 
loppement stationnaire. Sur liquide du tube de Roux, ni 
trouble, ni voile. 

Carotte glycérinée ; Méme développement et mémes carac- 
léres que sur carotle ordinaire. L’enduit reste blanc aprés 
sept jours. 

Bouillon de fove de veau : Trés rapidement, colonies visqueuses 
convexes le long du trajet d’ensemencement ; pigmentation 
jaune citron. Colonies & bords nels 4 deux élages superposés. 
Huitiéme jour, accroissement et pigmentation peu accentués. 
Six semaines : stationnaire, les colonies ont pali et sont devenues 
blanc creme. 

- Bouillon de viande ordinaire: Coloration visqueuse, bords 
nets, pigmentation saumon dés la vingt-quatri¢éme heure. 
Dixiéme jour, stalionnaire. 

Milieu de Loewenstein : Colonies blanc créme, onctueuses 
mamelonnées, épaisses. Dés le deuxiéme jour, début de liqué- 
faction. Huitiéme jour, coloration jaune paille. Liquéfaction 
s'accentuant. 

Milieu de Meyer gélosé : Vingt-quatre heures, petites colonies 
punctiformes, blanches, donnant un tapis trés blanc recouvrant 
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tout le substrat. Huitiéme jour, tapis blauc homogéne finement 
réticulé, brillant. 

Navet : Vingt-quatre heures, léger enduit blanc visqueux. 
Le septiéme jour, il devient blanc sale. Milieu peu favorable. 

Jus de navets : Trouble, vestige de voile. 

Banane: Aprés vingt-quatre heures, enduit crémeux jau- 
natre, devenant membraneux brun acajou. 

Bouillon gélosé : Apres vingt-cing heures autour de la strie 
d’ensemencement, coloration crémeuse. 

Foie de cheval solidifié : Développement intense et rapide, 
colonies blanc créme dés le deuxiéme jour. Plus tard (qua- 
triéme jour), les colonies se rejoignent en donnant un tapis d'un 
beau blanc visqueux, passant au brunatre, d’aspect cérébri- 
forme. Une pigmentation tres accentuée envahit le milieu au 
point de contact avec le mycélium. Le milieu devient noir ; ily 
a donc diffusion de la matiére chromogéne dans le substrat. 
Aprés un mois, noircissement presque total du substrat. Aprés 
deux mois, apparition de phénoménes de pléomorphisme. 
Apparition d’une plaque circulaire blanche a aspect crayeux. 

Milieux hquides : L’ensemencement sur milieu liquide permet 
d’observer la formation d'un anneau. Le développement est en 
général trés abondant au fond des tubes. On observe un trouble 
uniforme des milieux. 

Eau de pommes de terre (pH: 6,2): Ce milieu est considéré 
par M. Langeron et M. V. Talice comme le milieu de choix 
pour l'étude de la filamentisation chez les blastosporées et 
permet & ces auteurs d’élablir la distinction entre blastosporées 
formant des filaments plus ou moins développés : les Mycolo- 
rulées, et blastosporées ne formant des filaments qu’a |’état 
d’ébauche : les Torulopsidées. 

Formation d’un voile rudimentaire, dépét floconneux blanc. 


Aspect microscopique : batonnels a spores, éléments bacilli- 
formes. 


SaBOURAUD MALTOSE LIQUIDE(pH : 5,6). — Dés la vingt-quatriéme 
heure, formation d’un anneau blanc de 3 & 5 millimétres de 
hauteur, tres fragile, se détachant facilement cu tombant au 
fond avec un mouvement hélicoide. Nous assistons a la forma- 
tion, aprés quarante-huit heures, d’un deuxiéme anneau moins 
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développé, mais également fragile, qui finit lui aussi par 
tomber. On n’observe pas la formation d’un troisigme anneau. 
Trouble uniforme du milieu aprés six semaines, abondant dépot 
formé de grumeaux facilement mis en suspension par |’agita- 
tion. 


Ravin acipE Liguinp—. — Il ne se forme aucun voile, le 
milieu reste limpide. Un léger dépot se manifeste dans les 
parties profondes mais n'augmente guére, méme aprés huit 


jours. Ce milieu est nettement défavorable 4 la croissance de 
notre organisme. 


SABOURAUD MALTOSE LIQUIDE BRUT. — Apres vingt-cing heures, il 
se forme un voile trés éphémére a partir d’un pH: 6,8 jusqu’a 
un pH: 7,2, qui laisse un anneau contre les parois du tube. Le 
milieu se trouble fortement. L’anneau se sépare des parois & la 
suite desecousses fortes et tombe au fond du tube. Il se reforme 
un anneau plus robuste et plus épais mesurant de 3 45 milli- 
métres de largeur. Au pH optimum de 7, l’anneau a une épais- 
seur de 3 cenlimétres, il envoie des filaments dans le milieu. 
Aprés six semaines, & pH: 7, épais anneaux brun chocolat, 
abondant dépét jaunatre. 


EssalI DE CULTURE EN ANABROBIOSE. — Sur Jus de pomme de 
terre alcalin (pH : 7,3), petites colonies bombées visqueuses 
restant toujours trés petites. A l’examen microscopique, blasto- 
spores isolés ou en chainetles. 


Proprisrés cHimigues. — Propriétés protéolytiques : 1° Action 
sur le sérum coagulé. Le troisitme jour, brunissement du 
milieu da a la diffusion du pigment dans le substrat; a partir 
du huitiéme jour, liquéfaction, augmentant jusqu’au quinziéme 
jour. Cependant, elle n’est que partielle. 

2° Action sur la gélatine : Nous avons ensemencé sur Sabou- 
raud maltosé gélatiné a 10 p. 100 placé a 27°. 

a) En pigtres: Apres deux heures, liquéfaction en entonnoir. 
Apres quatre semaines, la moitié supérieure est entidrement 
liquéfiée. 

b) En strie: Aprés la douziéme heure, on apergoit une liqué- 
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faction trés prononcée le long de la trace de l’ensemvncement. 
Il y a formation d’une strie cannelée. Aprés trois semaines, la 
liquéfaction est complete. 

3° Action sur le blanc d’euf : Pour caractériser la trypsine, 
nous avons cultivé l’organisme sur pelils cubes de blanc d’ceuf 
de 2 centimetres de cété introduits dans un peu de solution 
peptonée A 3 p. 100, le tout stérilisé & autoclave. Des le 


Fic. 6. — Culture en colonie géante sur milieu de Sabouraud maltosé solide 
en boite de Petri. Surface ridée, rayonnanie, contours mamelonnés, 
hérissés de méches. 


deuxiéme jour ils sont altaqués, plus tard les angles s’émoussent 
rapidement et le cube s’est en partie résorbé dans un liquide 
visqueux. 

4° Action sur mzlieu de Loewenstein : La liquéfaction est évi- 
dente dés Ja quarante-huitieme heure, s’accentue pendant huit 
jours pour rester ensuite stationnaire. . 

Action sur le bouillon au bleu de bromothymol : Le bouillon 
alcalin au bleu de bromothymol vire au jaune déja aprés deux 


heures sans dégagement de gaz. Il y a par conséquent acidifica- 
tion du milieu. 
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Recherche de l’indol : Nous avons ensemencé en eau peptonée 


gui montre un voile aprés vingl-quatre heures. Aprés quinze 
jours, recherche de l'indol. 


MECACHOMECeCESAlKOW Skike. wea ese a 6 cs ee eg ee ee 10 
ieachlonndenBochines: soem e ches to ea, oe Die arty 
Reachonwdeuhenisestss ys SUV ae em cba 


L’organisme ne produit donc pas d’indol dans les cultures. 

Action sur le rouge neutre : Aprds quinze jours aucune réduc- 
tion, aucun dégagement gazeux. 

Culture géante en plaque: En boile de Petri sur jus de pomme 
de terre alcalin: culture géante alteignant son développement 
maximum apres quinze jours. Elle a l’aspect membraneux carac- 
téristique, légerement mamelonné, & bords lobés (voir fig. 6). 

Action sur le lait tournesolé : Epais voile blanc formant bou- 
chon de 1 centimétre. Le milieu s’est décoloré. La réaction 
finale est légérement alcaline. 

Action sur les sucres apres sept jours : 


SUCKE PRESENT 
dans la culture 
DEVELOPPEMENT| eD grammes 


SUCRES p. 1.000 


apres 
sept jours 


de la culture 


pH inirian 

pH r.NaL 
SUCKE DISPARU 

POURCENTAGE 
de sucre employé 
par le champignon 


Aprés | Avant 


Glucose. . 
Lévulose . 
Galactose. . 
Saccharose. . 
Wactosenmone a 
Maltose. . 


Bon +4. i} so 
Bon +4. 1.41 
Bon t+. |. 2,60 
Médiocre +.] 5 
Médiocre +.| 4,88 
Luxuriant. 3,09 


DAPrAOMDD 


wet oe Ct Ot et 


or Of O% ~2 02 GE 
ADMOonna 


Ce 


Protéase tryplique . , 
Protéase pepsique... . 
Gélatinase Le ie 

Présure. 

Casésse. 

Amylase . 

Indole.) : 

Nitrites . ete eile eee. SAA is 
Glucose (sans production de gaz). . 
Lévulose (sans production de gaz) . 
Lactose (sans production de gaz) 
Galactose (sans production de gaz) 
Sacchalosess tucker pai ace lr onte: 
Maltose (sans production de gaz). . 
Hydrogéne sulfuré . eae 
Rouge neutre. 


+otttpocet+tt+ 


ot 
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Nous résumons dans le tableau de Ja page précédente l’en- 
semble des propriétés diastasiques de notre organisme. 


Action PATHOGEN ExPéRiMENTALE — Nous avons inoculé, par 
voie sous-cutanée, 2 cobayes au moyen d’une émulsion dune 
anse de culture pure dans 2 cent. cubes de sérum physiolo- 
gique. Aprés trois semaines, il s’est formé chez les deux ani- 


Fic. 7.-— Coupe histologique du foie montrant un foyer sous-capsulaire con- 
tenant des macrophages en grand nombre, quelques rares polynucléaires, 
des lymphocytes, des chainettes de blastospores et des filaments mycé- 
liens. : 


maux un abcés inguinal au niveau du point d'inoculation. Ces 
abcés se sont ouverts par la suite et se sont résorbés; a partir 
de la cinquiéme semaine, un ganglion est palpable toujours 
dans la région inguinale; aprés douze semaines, nous n’avons 
pu conslater d’autres manifestations d’adénopathie, mais les 
cobayes ont fortement diminué de poids et nous les avons 
sacrifiés. 

A l’aulopsie, on constale les faits suivants: des lésions a 
aspect tumoral d’une grandeur variant de la téte d’une épingle 
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a la taille d’un petit pois. Ces formations étaient toutes situées 
sur la capsule du foie et présentaient aspect d’un minuscule 
chou-fleur ; leur couleur tranchait nettement avec celle du foie 
puisqu’elles étaient jaune chamois. Ces formations étaient 
constatables chez les deux animaux. 

La rate était légerement hypertrophiée, sans symptomes 
pathologiques macroscopiquement décelables. 


Fic. 8. — Coupe histologique du poumon avec épaississements notables de 
la travée de l’alvéole bourrés de pigment brun trés foncé et aggloméra- 
tions de blastospores. 


Le poumon présentait de petits foyers noiratres mais unique- 
ment localisés sur les lobes gauches, c’est-a-dire dans la région 
opposée a celle de l'inoculation. 

Les autres organes étaient normaux. 


ExaMEN ANATOMO-PATHOLOGIQUE. — Le foie est excessivement 
eros et présente une stéatose trés prononcée; en différents 
endroits, probablement sous-capsulaires, on trouve des agglu- 
tinations de cellules constituées par des macrophages en grand 
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nombre, quelques rares polynucléaires et des lymphocytes 
(fig. 7). 

Dans un de ces foyers, nous avons pu mettre en évidence des 
rares filaments mycéliens de calibre inférieur a1 entourés de 
cellules macrophagiques contenant des blastospores; & la péri- 
phérie du foyer, on remarque également de place en place de 
courles chainettes de blastospores. 

La rate présente l'image histologique de l’organe bien actif, 
les sinus sont gorgés de grands macrophages polynucléaires et 
de lymphocytes. On constate cependant une augmentation des 
macrophages par rapport & la normale; pas de lésions des 
centres germinatifs constatables. 

Les poumons montrent de rares amas lymphoides ; en 
quelques endroits sous-pleuraux, on observe des épaississements 
notables de la travée de l’alvéole, qui sont bourrés de pigments 
brun trés foncé, facilement constatables 4 un petit grossisse- 
ment; il y a desquamation des cellules macrophagiques, 
chargées intensément de pigments, dans la lumiére alvéolaire. 
A l’examen microscopique, avec un grossissement plus fort, on 
trouve au niveau de ces localisations pigmentées des agglomé- 
rations de blastospores, sur les coupes colorées suivant la 
méthode de Gram. I! y a, en outre, de |’cedéme prononcé dans 
un trés grand nombre d’alvéoles (fig. 8) 

Les réirocultures pratiquées au moyen de prélévements 
effectués dans le ganglion inguinal et dans les foyers hépa- 
tiques ont donné des résultats positifs pour notre champignon. 


CONCLUSIONS. 


A partir de squames provenant d’une dermalomycose afri- 
caine, ilnous a été donné d’isoler un champignon levuriforme 
dont voici les caracléres essentiels : 

Filaments de calibre inférieur & 1 », ramifiés, pouvant se 
fraclionner facilement, donnant dans certaines conditions des 
filaments corémiés, des méches. La reproduction s’effectue par 
blastospores pouvant germer soil apicalement, soit latérale- 
ment pour donner des formes en arbuscule. D’autre part, pré- 
sence d’arthrospores se dilférenciant par lear pouvoir chromo- 
phile, leur aspect morphologique et leur mode germinalif des 
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éléments blastosporés. Présence de fragments de mycélium 
ondulés ou denticulés caractéristiques donnant naissance a 
des blastospores pédiculées; d’autre part, nous rencontrons 
des filaments & extrémités bifurquées, en massues, en tétes de 
spermatozoides, en fuseaux. 

Les cultures sur milieux solides débutent par des colonies 
visqueuses se transformant plus tard en voile membraneux de 
couleur blanche sur certains milieux, tendant au brun acajou 
sur d’autres par sécrétion d’un pigment diffusible dans le 
substrat. Sur les milieux liquides, nous constatons la forma- 
tion d’un voile plus ou moins rudimentaire, suivant Ja concen- 
tration en ions H du milieu, avec formation de flocons peu 
cohérents au sein du milieu. 

Les propriétés biochimiques les plus importantes sont les 
suivantes : action protéolytique trés prononcée vis-a-vis de la 
gélatine, de la caséine, des sérum-albumines. Hydrolyse des 
principaux monoses et bioses, sans production de gaz, a 
l'exception du saccharose et du lactose. 

Notre organisme est pathogéne pour le cobaye par injection 
sous-cutanée. Il ne nous a pas été donné de reprcduire une 
dermatomycose chez le cobaye. 

Signalons, d’autre part, que l’organisme évolue encore 
d'une maniere salisfaisante 4 la température de +- 42°. 

D’aprés toutes ces données, nous nous croyons en droit de 
le classer dans le genre Geotrichoides Langeron, d'aprés la clas- 
sification élaborée par Langeron et Talice (1). Nous tenons, 
cependant, a faireremarquer ici que la propriélé de former un 
voile semble, d’aprés nos recherches, un caractére sujet a 
varialion et dépendant largement de la concentration en ions H 
du milieu; il faudrait donc employer le substrat d’eau de 
pomme de terre indiqué par Langeron, si on veut s’en tenir a 
ce critérium. De plus, nous avons pu constater que l’apprécia- 
tion des consistances crémeuses et membraneuses st trés dif- 
ficile, surtout dans la premiére période de végétation; nous 
conseillons donc d’atlendre toujours plusieurs semaines pour 
formuler ce diagnostic. Nous jugeons nécessaire de crécr une 


(1) M. Lanceron et R. V. Tatice, Nouvelles méthodes d’étude et essai de 
classification des champignons levuriformes. Ann. Path. hum. et com., 410, 
n° 4, 14° janvier 1932, p. 4 et suivantes. 


Annales de Institut Pasteur, t. 57, n° 5, 1936. 37 
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nouvelle espéce en nous basant sur les recherches de Lan- 
geron, précisant que le seul caractere biochimique que l'on 
doit retenir pour la classification est celui de la liquéfaction de 
la gélatine. Les différentes souches examinées par cet auteur 
ne présentaient aucun pouvoir protéolylique vis-a-vis du mout 
gélatiné; d’autre part, les caractéres biologiques et |’action 
pathogéne expérimentale nons engagent a la création de 
lespéece : Geotrichordes lambarenensis n. sp. 

Si les propriétés biochimiques ne permettent pas, a elles 
seules, l’identification et la classificalion de notre espéce, par 
contre, l’étude morphologique dont Langeron et Talice ont 
montré toute |’importance, prouve nettement la place du para- 
site dans la systématique. 


ROLE DU CO? DANS CERTAINES PROPRIETES 
DU SERUM SANGUIN 


Par R. 0. PRUDHOMME. 


(Service du professeur Marchouz.) 


En 1934, V. Chorine et D. Koechlin (1), en étudiant la 
variation, avec le temps, de la réaction de Henry a la mélanine, 
sur un sérum paludéen, ont montré que l'intensité de la 
réaclion se modifiait d'un jour a ]’autre @ partir de Ja prise de 
sang. La courbe de ces variations, en fonction du temps, pre- 
nait parfois une allure sinusoidale. 

Nous avons étudié plus & fond ce phénoméne pour essayer 
d’en élucider la cause. 

Chorine (2) a démontré que Ja réaction de Henry a la méla- 
nine n’était qu’une réaction de floculation du sérum paludéen 
dans l'eau distillée, que les deux réactions suivaient une 
marche paralléle, que la mélanine, en intensifiant la réaction, 
Ja rendait plus visible et se comportait comme un indicateur. 
La réaction a l’ean distillée, mieux définie, nous a constam- 
ment servi au cours de nos expériences. 


Technique de la réaction de floculation. — Elle est celle qui 
a déja été indiquée par V. Chorine et par nous (3), & cette diffé- 
rence que nous ne faisons pas la premiére lecture et que l'in- 
tensité de la réaction nous est donnée par la lecture de l’opacité 
aprés floculation et non par la différence entre les deux lectures. 

On ajoule a1 c. c. 8 d’eau distillée, dans un tube de verre 
neutre, 0 c.c. 2 de sérum a étudier. On mélange et on porte 
immédiatement les tubes & l’étuve a 37° pour trois heures. Les 
tubes sontensuile abandonnés pendant vingt minutes a la lem- 


(1) C. R. Soc. de Biol., 446, 1934, p. 19. 
(2) Ces Annales, 52, 1934, p. 193. 
(3) 0. R. Soc. de Biol., 145, p. 290. 
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pérature du laboratoire, puis agités avant lecture de l’opacité 
du mélange au photométre de V. Y. B. 

Les tubes de réaction en verre neutre sont soigneusement 
lavés au mélange sulfo-chromique, rincés 4 l'eau courante 
puis & l’eau distillée, et enfin séchés. Les pipettes qui‘ servent 
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GrapniquE 1. — Variation de Vintensité de la floculation 


en fonction du temps. Sérum paludéen conservé au contact du caillot. 


a la mesure de ]’eau distillée et du sérum sont respectivement 
les mémes pour toute la durée d’une méme expérience. 


1. — La FLOCULATION DU SERUM DANS L’EAU DISTILLEE 
VARIE DUN JOUR A L AUTRE. 


Nous avons tout d’ahord procédé comme V. Chorine et 
D. Koechlin. La réaction a été faite toutes les vingt-quatre 
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heures. Pour éviter la contamination du sérum, celui-ci a été 
porté toutes les nuils a la glaciére. 


Exrériexce. — Nous opérons sur du sérum de paludéen provenant du ser- 
vice de malariathérapie du D® Guiraud a Sainte-Anne (1). 
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Grapurque 2. — Variation en fonction du temps de l’intensité de la floculation 
‘dun sérum paludéen séparé du caillot ou en contact avec lui. 


Et nous faisons la premiére mesure aussitot aprés exsudation du sérum. 
Puis nous répétons les examens toutes les vingt-quatre heures. 
Voici les chiffres obtenus : 


OPACITE 
ae photométrique 
dgheure apresilaeprise de; Sane. 225 verte aa fede Popo lone st 0s 267 
OUR CGR EW oeISe GOI, 5 gd 5 0 Uo 0 6 Gen Seo leat ee 
278 


PR OUTSLAPLES Asp rise CessaN Mer cn nema te ee 6 


(1) Nous sommes heureux de pouvoir remercier ici M. le D* Guiraud du 
bon accueil qu'il nous a réservé. La plupart des sérums de paludéens qui 


nous ont servi sont dus a son obligeance. 
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OPACITE 


a photométrique 
3 jours apres layprisende sanei mat mny.ace cer nner 266 
4jours;apresila prise de sang 20 ta, «al ce 320 
5 joursvapreswlal prisesdesan'o) y-aee on eee SetereSstesdag tS 
Gejouns apres la) prisecder Sala ee way-cee sete ee 300 
jours apres Laeprise Ce Sane gece eet eie nike) ee 280 
StjOurS apres la prise de Sane rere meen i cine y one -uenT te 315 
9 jourseapres| la prisede isang. 5 cee en a ocae 
10 joursuapressla prise; demsangace. ar fe eee: nce 300 


On peut, avec ces données, construire le graphique ci-dessus 
(graphique 1, p. 546). 

On voit que la courbe a une allure sinusoidale analogue a 
celle qui a élé reconnue parfois par VY. Chorine et D. Koechlin, 
pour la réaction de Henry. 

Cette expérience a été faite en laissant le sérum au contact 
du caillot pendant toute la durée de l’expérience. 

Influence du caillot. — Nous avons voulu voir si cette varia- 
tion n’élait pas due a la présence de celui-ci. 


Expérience. — Unsérum de paludéen est décanté aussitot aprés exsudation. 
Une partie du sérum est laissée sur le caillot, !autre mise a part dans un 
tube. Avec ces deux sérums, on pratique la réaction de floculation au 41/10 
dans l’eau distillée toutes les vingt-quatre heures, comme dans l’expérience 
précédente. 

SERUM SERUM 
TEMPS conservé séparé 
sur caillot du caillot 


Jour dé laoprise detsang=. 9.) me. keener 182 182 
Asjourapres' la prise deisanga=s 4 see 210 Aig 
2, jours, apres ja prise de sane so. iv aa pees 190 470 
3 jours aprés Ja prise de samg,. . . . 26. a 115 456 
Ejours apres lajprise dé sang... «so. a ee 475 163 
Sj) /Ours apres lasprise;de sang, 07 sce) ope 472 164 
6 JOUrssapLes la prisesde;cangarua ae ee ene 205 190 
ipjours aprestlayprisesdersan Ge ee eee 174 450 
Sjourscapres) lalprisede sane wr. ae ee 208 190 
9 jours apres la prise de sang ........ 2m 464 450 


On peut représenter ces résultats par les deux courbes ci- 
dessus (graphique 2, p. 547). 

Nous voyons que les courbes sont, & peu de choses pres, 
paralléles. Les variations d’intensité subies par le sérum isolé 
du caillot ou laissé sur le caillot sont du méme ordre de gran- 
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deur. Il est 4 remarquer aussi que le sérum isolé présente une 
floculation moins intense que l'autre. 
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Grapniqus 3. — Variation en fonction du temps, de la floculation, 
des solutions d’euglobulines. 


Dans une autre expérience, nous avons prélevé une partie du 
sérum aussitot aprés exsudation, une autre trente minutes, et 
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une troisieme une heure plus tard. Les variations observées 
sur ces trois sérums et sur celui qui est resté sur le caillot ont 
été aussi paralléles; mais lesérum sur caillot floculait plus que 
celui qui était resté une heure au contact du caillot, celui-ci 
plus que celui de trente minutes, et ce dernier plus que le 
sérum isolé aussildt aprés exsudation. 


Il. — Les EUGLOBULINES ISOLEES PRESENTENT LA MEME PROPRIETE 
QUE LE SERUM TOTAL. 


On sait que la floculation d’un sérum dans l’eau distillée est 
due a la précipitation des euglobulines. Nous appelons euglo- 
bulines la partie des protéines sériques insolubles dans l'eau 
distillée, solubles dans le sérum et les solutions salines a 
faible concentration. 

V. Chorine a démontré que la réaction de Henry a la méla- 
nine pour le sérum paludéen, est fonction des euglobulines 
contenues dans le sérum. Il en est de méme de la réaction & 
Veau distillée. Il était intéressant de savoir si nous aurions 
aussi des variations dans l’intensité de la floculation d’une 
solution d’euglobulines dans l’eau pbysiologique. 

Nous avons utilisé pour cela trois fractions globuliniques 
isolées suivant une technique bien connue. 


Expérigence. — On dialyse du sérum normal de cheval contre l'eau distillée 
pendant vingt-quatre heures. On obtient ainsi un précipité qui représente la 
premiére fraction globulinique. On décante le sérum, on létend au 1/10 d’eau 
distillée et on précipite la deuxiéme fraction par un courant de CO? entretenu 
pendant trente minutes. La troisiéme fraclion, qui reste dans le sérum, est pré- 
cipitée par le sulfate d’ammonium 4 demi-saluration et purifiée par dialyse. 

On dissout respeclivement ces trois fractions dans des quantités conve- 
nables d’eau physiologique. Ces solutions diluées au 1/10 dans l'eau distillée 
floculent. On a pratiqué, avec ces trois solutions, des réactions de floculation 
toutes les vingt-quatre heures, en les maintenant, entre temps, a la glaciére. 

Voici les résultats obtenus : 

OPACITE PHOTOMETRIQUE DE FLOCULATION 
TEMPS a 
Fraction { Fraction2 Fraction 3 


Jouryde laypréparationa -=..2) ee meee 295 196 200 
4 jour apres la préparation. ..... 257 185 480 
2 jours aprés la préparation. ..... 283 220 240 
3 jours apres la préparation. ..... 245 4185 ATS 
4 jours aprés la préparation. ..... 270 200 202 
5 jours aprés la préparation. ..... 240 487 470 
6 jours apres la préparation. ..... 255 492 186 


7 jours aprés la préparalion. ..... 230 170 465 
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Les résultats obtenus sont mis en évidence par le graphique 3 
(p. 549). 

Les différences d’intensité de floculation de ces trois solu- 
tions sont dues uniquement aux différences de concentration 
des solutions en euglobulines. On voit que les euglobulines 
donnent des variations journaliéres d'intensité de floculation 
tout comme le sérum paludéen. Ces variations affectent aussi 
une forme sinusoidale amortie. 


If]. — Le sérum noruat DONNE aussi 
DES VARIATIONS JOURNALIERES DANS I, INTENSITE DE LA FLOCULATION. 


Les euglobulines dont nous nous sommes servi dans l’expé- 
rience précélente étant extrailes du sérum normal de cheval, 
nous avons pensé que ces variations n’étaient pas spécifiques 
du sérum paludéen. Nous avons alors étudié le sérum humain 
normal. Les floculations données par le sérum normal au 1/10 
dans l'eau distillée sont d'intensité trés faibles. Cependant, grace 
au photométre V. Y. B. qui permet des lectures trés précises, on 
peut mettre en évidence des variations d’un jour a l'autre. 


ExpERIENcE. — Voici les résultats obltenus avec un sérum normal conservé 
sur le caillot. 
OPACITE 
photométrique 
TEMPS du sérum 
de la 
réaction 
ipheunevaprecmlay prise dexSan Om mcm ct. weacse sms ero a ear oe 143 
‘| (OUP AY NRES JENFOTEGIOOCRTIERS QeS eg) Staecl co idNatls clolio gc 455 
B2nOurseapres lasprisesde Sang) «os fl se) + «+ =) 459 
3 jours aprés la prise de sang...... SS" 6 ae eeee toro B 139 
A|OULS ApLes lasprise1GesSaney eats) sc 2 © +) oe 145 
5 jours aprés la prise de sang. .... . St basis foes om ait hod 
CHOULSFADEeSsla prise: Ceysan Cio. ves toll u-na-aeee eae wiley 


Le graphique 4 représente ces variations qui, quoique 
faibles, sont nettement apparentes. 


IV. — LA TENSION INTERFACIALE DU SERUM PALUDEEN VARIE 
COMME LA FLOCULATION, MAIS DANS DE TRES FAIBLES LIMITES. 


La tension superficielle du sérum de paludéen, d’aprés 
Benhamou et Béguet, est plus basse que celle du sérum normal. 
Nous avons voulu savoir si les variations de lintensilé de la 
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floculation ne s'accompagnaient pas de variations dans la ten- 
sion superficielle du sérum. 

Au lieu de nous adresser & la tension superficielle statique, 
nous avons recherché la tension interfaciale statique, tension 
superficielle statiyue du liquide étudié & la surface de sépa- 
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Grapnigue 4. — Variation de la floculation d’un sérum normal 
en fonction du temps. 


ration de celui-ci et d’un autre liquide non miscible (ici huile 
de paraffine). Nous remercions bien vivement M. Lecomte du 
Noiiy qui nous a prodigué ses bons conseils et nous a large- 
ment ouvert son laboratoire, ainsi que M. Zeelich, qui a bien 
voulu procéder aux mesures qui sont délicates. 


Expérience. — Un sérum de paludéen est divisé en deux parties. Avec 
l'une, on pratique deux fois par jour des réactions de floculation. L’autre 
partie sert 4 faire les mesures de tension interfaciale. Ces mesures sont 
faites deux fois par jour, en méme temps que les réactions de floculation 
dans l'appareil de M. Lecomte du Noiiy. Pour cela, le sérum est dilué au 
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1/20 et placé dans la cuve de l’appareil. On recouvre d’une couche @huile 
de paraffine et on fait les mesures de tension a la surface des deux liquides. 
La cuve est plongée dans un thermostat. 


REACTION __ ESE 
als interfaciale 
floculation se 
ZeeIMALS el OV HCULES teccm act (sees «ee 3, 497 20,20 
ZC S eNO URC Seca teach (anit ie aaa te te 485 20 
PoC STARE SSS kA) ae GL ira 168 19,50 
ZORA eA URNCULES. ort le ie. sis, ss GMS Gs 167 49,50 
Manlinaiesat Ws ae wants occa: Gree ee Bitar 213 21,20 
MgO D SID INEUINASG Aes 8 een Soh 5 ¢ ons {74 20 
BORMAN Geel Leo U Riper iaeise suas viaN Gh Leteee nae 190 20,50 


On voit que les variations de tension interfaciale suivent 
les variations d’intensité de la floculation. Mais ces variations 
sont trés faibles et malheureusement de l’ordre des erreurs 
d’expérience. 

Etant donné les conditions peu précises de la premiére 
série d’expériences, nous avons recherché les différents fac- 
teurs qui influent sur les variations de la réaction. 


V. — INFLUENCE DE LA TEMPERATURE DE CONSERVATION DU SERUM 
SUR LES VARIATIONS D’INTENSITE DE LA FLOCULATION. 


Les expériences précédentes ont été faites en laissant le 
sérum @ la glaciére pendant la nuit. Nous avons cherché ce 
qu il devenait en le conservant & une tempéralure plus élevée. 


Expérience. — On prend du sang de paludéen et, aprés exsudation du 
sérum, On divise celui-ci en deux parties. Une partie est conservée a tem- 
pérature constante, l'autre est, comme dans les expériences précédentes, 
mise a la glaciére chaque nuit. On fait la réaction toutes les heures, pendant 
plusieurs jours. 


conservé Starve 
Ae a poesalieie as a température 
(20°) variable 
Premier jour : 

AQRINCUECS irae eres cite OF ry Alte tess cor so es es 238 238 
AM GUTES sae est ae Ge ethic in cyactes An been ys Sete cee 231 231 
12leubes see Sik wOosle ae OR GON. SR 220 220 
TSMINCURC Star mtsmns camer tor ee tee ieee en oman a ts > 212 212 
AOMOENLES wear etas acest me coke ce es eT es, 200 201 
UIGMINEUILES eee aee es Johctres se ees fee lente one 196 196 
APMNECKICC Stee er ne te ne ae eon ees 190 192 


SIMU RES wee ares ceed tates che een eactea sete mn oS 490 190 


o 
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SERU SERUM 

conseryv 

TEMPS A température, ene eas 

oboe variable 

Deuxiéme jour : 
AON CURES). steed arcana ene ee ee ee 485 220 
AT NC URES! > owl sectagciiy (one endothe ak amen ea 185 218 
AD MECULES. Geo. ous at Sa. he eels uae tees oar 485 215 
13 CULES: Leia: or ye tas vee Rie aaa ae eee 186 210 
AG NEULESS sx. isha) ce ne ee fe) Ma 485 200 
TOVNEULES i, oc) cteercs led Ace Su eee ea eerie 186 495 
LE NCUFES As. caic vs encared ecu aL ot ae rare 4185 190 


On voit qu’& température stable, lintensilé de Ja réaction 
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Gravaique 5. — Décroissance de la floculation en fonclion du temps, 


a différentes températures. 


décroit réguligrement avec le temps a 20° et que des variations 
s observent seulement sur le sérum porté a la glaciére. 
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Nous avons recherché sur un méme sérum la décroissance 


de la floculation quand le sérum est conservé & des tempéra- 
tures différentes. 


Expgérrence. — On prend du sérum de paludéen aussitot aprés exsudation 
du caillot. On le divise en trois parties. L’une est conservée a 0°, l’autre 


a 20°, la troisitme A 37°. On fait, avec ces trois sérums, des réactions de 
floculation deux fois par jour. 


SERUM SERUM SERUM 
TEMPS 
a 0° a 20° a 37° 


— 
I 


evElldilebens0e ys fuses 6) ts hese » 240 »  (Sérum pris aussildt 

apres exsudation). 
HROVTU D2 McA Does, Oe tds) see) eee as 237 219 200 
TG hrells 4B) 10s Ce tecs Ips oles ler on ito 227 202 183 
SEAV Tie Osh ell are ea ec et eu yas 182 402 451 
Seaver dele’ Ga cc). sb ie eh AT4 159 151 
CPERTRIG VRA) Naet Nite Ss SNe alr ey eneacy uc 165 158 451 
OR AV TI Mion LD ie, Yells os to et spe le 165 438 154 
WOR art 12 Weta.) sheers oo a oles) 158 454 
A) ATU WAS Thee oo oe ili cuicein. care 165 158 154 


Le graphique de la page précédente traduit en courbes la 
décroissance des sérums (graphique 5). 

On voit que la décroissance de l'intensité de la floculation 
est réguliére jusqu’a un certain chiffre qui reste stable dans le 
temps et qui dépend de la température de conservation du 
sérum. Cet équilibre est alteint en un jour pour le sérum 
conservé & 37° et & 20°, en deux jours pour celui qu’on garde 
a 0°. Le chiffre d’équilibre est le plus élevé pour la température 
la plus basse. 


VI. — INFLUENCE DU CAILLOT SUR LA CONSERVATION 
A TEMPERATURE CONSTANTE. 


Les sérums conservés & des températures différentes dans 
l’expérience précédeate, avaient été séparés du caillot. Nous 
avons fait la méme expérience avec un sérum conservé sur le 
caillot. 


Expénieyce. — On recueille du sang de paludéen. Aussilot aprés exsudalion 
du caillot, on préléve une partie du sérum. On conserve 4 20° le sérum sur 
caillot et le sérum isolé. On fait des réactions deux fois par jour. 
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SERUM SERUM 
TEMPS séparé sur 
“du caillot le caallot 
HM heures. rede. sneer «eee ace ee 295 205 (Aussitét apres exsuda- 
tion du sérum). 

AS HeUNES ES, ete: ee et ew ec oa ae 180 220 
PT SNCULES ven ete oF occa Pat aa eee ren ee 455 215 
WS EMOTO Sire cc cote eee oaattss ure ho enter ere 455 495 
TESITCURCS voce crt ae Acre ieee a 153 457 
A DVNEUTES. Ot wee sey cine tees cea ear aes 153 157 


Le graphique n° 6 traduit en courbes les variations chiffrées 
ci-dessus, 
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GRAPHIQUE 6. — Décroissance de la floculation d’un sérum conservé sur 
caillot et d'un sérum séparé du caillot, a température constante en fonc- 
tion du temps. . 


On voit que le sérum conservé sur le caillot croit d’abord, 
puis décroit régulitrement pour tomber presque au méme 
niveau que le sérum conservé seul. 
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VII. — Inr_uence ve La TENEUR DU sBRUM EN CO? 
SUR L’INTENS(TE DE FLOCULATION. 


Quel peut étre le facteur, parmi ceux gue nous connaissons, 
qui varie si vite aprés la prise du sang? Nous avons pensé 
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GrapHiguE 7. — Décroissance de la floculation d’un sérum a l'air libre et 
d’un sérum sous huile de paraffine 4 température constante, en fonction 


du temps. 


que ce pouvait étre le CO? dissout dans le sang dont la teneur 
im vitro varie avec la température et la pression. Weltmann et 
Klinesch (41) ont montré que le CO? intervient dans la flocu- 
lation du sérum en eau distillée comme tous les acides. 
Pour nous en assurer, nous ayons fait une série de trois expé- 


riences. 


(1) Wecrmann (O.) et Kuinesca (E.). Zeitsch. f. d. ges. exp. Med., 43, 1924, 
p. 626. 
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Exeénience I. — On sépare du sérum palustre du caillot, et on le divise en 
deux parties. Une de ces parties est recouverte d'une couche d’huile de 
paraffine de 2 centimétres de hauteur, dans un tube a essais. L’autre partie 
est aussi gardée dans un tube a essais, mais sans huile de paraffine. Les 
deux tubes sont maintenus a 37°. On pratique des réactions de floculation 
deux fois par jour. Voici les résullats obtenus : 


SERUM SéRUM 
ses sous hulle sons hulle 

gS) bak ea (ee hae esis MCMC G vcs cm Op io cee) OO ce 240 240 
Tish bit kaye bye WG pe ee eo re ee OME a Te on 220 202 
Savile Sab eel Sey. aa ek etek cae Ste eg RA ounces 180 161 
Seavrilod 5s etd Sra ch cess ene ie ae an 170 159 
Yrs hid GU leak (ml CNS Ie 5 ns mean Bec Tobro ce Deo eo ee . 160 459 
ECA dl Heute thee Als camo as Maes OO a oa 8 160 459 


Ces résultats sont traduits dans le graphique 7. 

On voit que le sérum a 37°, nu, se comporle comme celui 
de l'expérience précédenle, mais que le sérum conservé sous 
Vhuile de paraffine présente une floculation a décroissance 
beaucoup moins rapide. La perte en CO? est beaucoup plus 
rapide dans le sérum non recouvert d’huile et le chiffre de la 
réaction diminue plus vite. On voit du reste que le sérum 
recouvert d’huile arrive au méme équilibre que celui qui est a 
l’air libre, mais avec un certain retard. 


Nous avons voulu encore activer le départ du CO*. 


Expéaience If. — Du sérum paludéen est divisé en deux parties. L’une est 
placée dans une boite de Petri ouverte sous une cloche contenant une solu- 
tion concentrée de potasse caustique, de fagon a obtenir une pression a peu 
prés nulle de CO* dans l'atmosphére de la cloche. L’autre partie est laissée 
a lair libre. Ces deux sérums restent ala température du laboratoire et, au 
bout d’une demi-heure, on pratique, avec chacun d’eux, la réaction de ftocu- 
lation. 

Sérum conservé trente minutes dans une atmosphere sans CO? : 152. 

Sérum conservé trente minutes dans l’atmosphére normale : 219. 


La différence d’intensité de floculation est considérable. 

Elle s’explique par ce fait, que le sérum conservé dans lair 
ambiant garde toujours une certaine teneur en CO? équilibrée 
avec celle que renferme latmosphére, alors que le sérum qui 
est sous la cloche n’en posséde pratiquement plus. 


Nous avons fait ensuite l’expérience inverse. 
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Expérience III. — Le sérum de l’expérience précédente, débarrassé de CO? 
par un séjour de trente minutes sous la cloche a potasse, a été mis dans le 
fond d'un tube a essais possédant une tubulure latérale. Par cette tubulure, 
on fait arriver un courant de CO* pur, pendant dix minutes. On pratique 


alors la réaction de floculation. 


INTENSITE 
de la 
floculation 
SKSTANU STI OKC Koa OL OES Boe eek se ees cen eeenl ae Eee” 152 
Sérum conservé pendant dix minutes dans une atmosphere 
MOL GOP rset mcr tet tee ate REP ee ES ne 255 


On voit de suile le rdle que joue l’apport de CO:. 
Lasolubilité de CO? variant avec la température, on s’explique 
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GrapniguE 8. — Décroissance de la floculation et croissance du pH 


d’un sérum a:‘température constante, en fonction du temps. 


les variations d’intensité de la floculation d’un sérum paludéen 
avec le temps. A la température du laboratoire, le séritin perd 
peu & peu son CO*. Mis & la glaciére pour la nuit, il s’enrichit 
Annales de U Institut Pasteur, t. 57, n° 5, 1986. 38 
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& nouveau en CO%, puisque la solubilité de ce gaz est plus 
erande & 0° qu’a la température ordinaire. On s’explique aussi 
pourquoi on obtenait parfois des courbes irréguliéres. Cela 
dépendait, et de la température du laboratoire et de celle de la 
elaciére, et de la teneur de l’atmosphére en CO®. 


VIIT. — Variation pu PH pu stRUM AVEC LE TEMPS 
A TEMPERATURE CONSTANTE. 


La perte du sérum en CO? doit pouvoir étre mise en évidence 
par des mesures de pH. La décroissance réguliére de la réac- 
tion a température constante doit s accompagner d’une augmen- 
tation du pH, en un mot d’une alcalinisation du sérum. C’est 
ce que l’expérience nous a permis de vérifier. 


EXPERIENCE. — On prend du sang de paludéen. On sépare le sérum du 
caillot aussitOt apres exsudation. Ce sérum est divisé en deux parties. Une 
partie sert 4 mesurer le pH du sérum, l'autre a faire les réactions de flocu- 
Jation. On pratique ces deux mesures en méme temps, deux fois par jour. 
Les mesures de pH sont faites trés soigneusement par la méthode électro- 
métrique a l’électrode de Sannié, opposée a une électrode au calomel. Les 
deux sérums sont conservés a température ordinaire (20°). Voici les résultats 
de ces mesures. 


pH 

INTENSITE du sérum 

TEMPS de la au moment 
floculation de la 

réaction 
LOvay rile dhe une s5 aye Aca ater nn ree an aoe ile 205 8,24 
HOCAVII IS ROURCS acu rer teen ei pea eltah 8,31 
UE Ra gM h RRB go oe A al le “SOS e ar ee GO) 8,86 
AAV eo OUTCS ony. ei ca Rio ree hy ee near 455 8,87 
IPA E NO YOUN RTE eS Ans sao Ge ree cuca OG 8,88 
PXEWAOU ail elSoe em @ Gob ch chorea Go ¢ 453 8,88 


On peut mettre ces faits en évidence dans le graphique 
ci-dessous ot: les ordonnées du pH ont été renversées pour 
obtenir deux courbes variant dans le méme sens (graphique 8). 

On voit que le départ du CO* s’accompagne d'une augmen- 
tation de pH du sérum, augmentation trés faible mais facile- 
ment mesurable avec des appareils de précision. 


Ii est remarquable de constater que de petites différences de 
pt peuvent influer grandement sur la valeur de la réaction. 
On comprend pourquoi le sérum laissé au contact du caillot 
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ne suit pas la méme loi de décroissance que le sérum séparé de 
celui-ci : en effet, les cellules du caillot continuent A vivre 
pendant un certain temps et enrichissent le sérum en CO? et 
en produits de fermentation lactique. La réaction en fonction du 
temps croit jusqu’au moment ow les cellules diminuent d’acti- 
vité et meurent. A ce moment, la perte de CO? du sérum dans 
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GrapniguE 9. — Décroissance de la floeulation et croissance du pH, 
dun sérum resté sur caillot a température constante, en fonction du temps. 


Pair n’est plus compensée par un apport de CO? provenant des 
cellules et la réaction diminue avec le temps. Des mesures de 
pH nous ont permis de le vérifier. 


ExpérIENCE. — On a pratiqué la méme expérience que ci-dessus, avec cette 
différence que le sérum servant aux mesures de floculation et aux mesures 
de pH a été laissé en contact avec le caillot et 4 la température de 20°. 

Voici le résultut de ces mesures et le graphique qui le traduit (gra- 
phique 9). 
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pH 

INTENSITE du sérum 

TEMPS de la au moment 
floculation des 

réactions 
1O-avril.) debeures chem cee) Steere Peer omen ne an. 205 8,21 
A0savriisopheuresseceses Sita see eee ee men ceee 225 8,16 
(ayril. eneureScay ett desu oe eeecece ee 247 8,19 
AA AVE Sound GULCS. e-em ove mene my \choya. ein re OS 495 8,26 
AD avril TANeUreS:. 2. Soe fee poe co Ee ee AST 8,44 
LO avril: 15 DeureS sium em eee ae Sigs ae AGT 8,41 
A3 avril sddebeures:. &\¢, 1 aris 28 tte cies sian 457 8,41 
VUamec hia alles al KTP quik yeoman ao Gto 457 8,41 
IX. — Inaipirion DE LA FLOCULATION ET PERTE DE COQ? 


PAR CHAUFFAGE DES SERUMS. 


Chorine a montré (1) qu'un sérum paludéen ou tout autre 
sérum floculant dans l’eau distillée perd cette propriété par 
chauffage de trente minutes 4 55-56°. Tous les auteurs qui ont 
travaillé sur cette question ont confirmé ce fatt. Lecomle du 
Noiiy a démontré, dans une série de travaux, que le sérum ne 
subit de profondes modifications avec le chauffage qu’a partir 
de 56°, modifications qui pourraient nous expliquer la dispa- 
rition de la floculation. Mais von Liebermann, en 1907, a 
moniré que le chauffage augmente l’alcalinité du sérum. Cetie 
alcalinisation est évidemment due au départ du CO? dissous 
dans le sérum, moins soluble, comme tous les gaz, @ 55° qu’a 
la température du laboratoire. Nous avons pensé que cette 
perte en CO* pourrait étre mise en évidence par des mesures 
de pH. 

Expgrrence. — On prend du sérum de paludéen. Une partie de ce sérum 
est chauffée pendant trente minutes a 55°. Avec le sérum chauffé et le 
sérum non chauffé, on pratique des réactions de floculation. En méme temps, 


on mesure le pH de ces deux sérums par la méme méthode que celle des 
expériences précédentes. Voici les résultats obtenus : 


INTENSITE 
pH de la 

floculation 
SLIMMING sa to od Ohl ox oed! 4 poove < Spoil 202 
SARIN TEI G te CaN OG eG Glo gre & eon 8,80 455 


On voit ici encore combien une faible variation de pH, qui 


(1) CHorinr. Bull. Soe. Path. Exot, 26, 1933, p. 269. 
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correspond & la perte de CO’, influe sur la floculation du sérum 
dans l’eau distillée. 

Nous avons alors fait l’expérience inverse. 


Expérrence. — On prend le sérum chauffé de l’expérience précédente et on 
en raméne, a laide de CO? pur, le pH @ la méme valeur que le sérum non 
chaulfé. On refait avec ce sérum une réaction de floculation. 


INTENSITE 
pH de la 

floculation 
SERUM MOM CHAUIICs aacermteers eae i cele 8,57 202 
Se MUIMUCH AUG macurrcum tesa he xeitec aren acs ia case 8,80 155 
Sérum chauffé et ramené au pH initial. ... . 8,52 200 


On voit que le chauffage du sérum agit sur la floculation par 
départ de CO? et l’alcalinisation qui s’ensuit. Si l’on enrichit a 
nouveau le sérum en CO’, la floculation reparait. 


Conclusions. 


1° La floculation d’un sérum paludéen dans l'eau distillée 
au 1/410 varie d’un jour a l’autre. 

2° Les euglobulines en solution se comportent & cet égard 
comme le sérum entier. 

3° Le sérum normal présente aussi des variations journa- 
lieres d’intensilé de floculation dans l'eau distillée. Mais ces 
variations sont de faibles étendues, comparées au sérum 
paludéen. 

4° Dusérum de paludéen, conservé 4 température constante, 
présente dans l'eau distillée une floculation décroissant régu- 
litrement avec le temps jusqu’a un chiffre stable. Cet équi- 
libre s’établit d’autant plus bas et d’autant plus vite que la 
température de conservation du sérum est plus élevée. C’est 
le départ du gaz carbonique dissous dans le sérum et dont la 
solubilité est fonction de la température, qui améne cette 
décroissance. 

5° Le gaz carbonique dissous dans le sérum est le facteur 
actif des variations de la floculation. 

6° Sile sérum est conservé sur le caillot & une température 
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stable, il ya d’abord une augmentation d’intensité de la flocu- 
lation, due a l’enrichissement du sérum en gaz carbonique 
produit par les cellules vivantes du caillot. Puis, quand ces 
cellules sont mortes, la réaction décroit régulitrement avec le 
temps par suite de la perte en gaz carbonique. 

7° Le départ de gaz carbonique s’accompagne d’une éléva- 
tion du pH du sérum avec le temps. Une variation trés faible 
de pH améne une trés grande différence dans l’intensité de la 
floculation. Les réactions de floculation se produisent norma- 
lement dans des limites de pH trés restreintes de 8 4 8,6, ou 
un peu plus haut si le sérum est en grand déséquilibre. 

8° L’inhibition de la floculation d’un sérum par chauffage a 
55° pendant trente minutes est due au départ du gaz carbo- 
nique dissous dans le sérum. Un sérum chauffé et enrichi a 
nouveau en gaz carbonique flocule dans l’eau distillée au méme 
titre que le sérum non chauffé. 


PROBLEME PHYSICO-CHIMIQUE DE LA TUBERCULINE 


par G. SANDOR. 


(Laboratowres de recherches sur la tuberculose.) 


A un moment donné de |’évolution de nos connaissances, toute 
activité biologique apparait comme élant supportée par des 
protéides naturels. I] en fut ainsi pour les hormones, les dia- 
stases, et pour les antigénes en général. Cependant il faut 
admettre, comme régle, que le fait qu’une activité biologique 
parait avoir des protéides comme substratum matériel, n’a 
aucune signification en soi, car les protéides naturels prédo= 
minent dans la plupart des liquides biologiques, et ils sont 
doués d’une aptitude réactionnelle extraordinaire qui s’exerce 
vis-a-vis de presque toutes les substances, qu’elles soient des 
ions minéraux, des graisses, des sucres, etc... Le protéide qui 
supporte l’activité biologique en question, contient done en 
méme temps de nombreuses impuretés et rien ne prouve a 
priort que la véritable substance active ne soit pas, précisé- 
ment, l'une de ces impuretés. 

Le point de vue généralement accepté actuellement est que 
la tuberculine est un protéide. Des travaux considérables furent 
effectués principalement par Long et Seibert [4], puis par 
Seibert [2]. Il n’est pas douteux que des relations intimes 
existent entre l’activité tuberculinique des extraits bacillaires 
et des substances azotées complexes contenues dans ceux-ci. 
Cependant l’existence de ces relations n’est nullement suffisante 
pour établir définitivement la nature chimique de la tuberculine. 
Disons tout de suite que Long et Seibert admettent la possibilité 
que la tuberculine soit un groupement particulier attaché aux 
protéides bacillaires, et non ce protéide proprement dit. 

Nous apportons dans la présente publication, les résultats de 
nos recherches concernant la nature chimique de la tuberculine. 
Nous convenons que ces résultats ne sont encore que des préli- 
minaires encourageants. 
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Expériences personnelles. 


Dans une premiere série de recherches, nous avons cherché 
a préciser les relations qui existent entre la tuberculine et les 
différents principes immédiats contenus dans les bacilles de 
Koch ou dans leur milieu de culture. Ces recherches d’orienta- 
tion ont été effectuées parallélement dans un domaine physico- 
chimique et dans un domaine biologique. 


DESCRIPTION DES METHODES EMPLOYEES. 


1° D&TEKMINATION DE L’ACTIVITE TUBERCULINIQUE. — Nous avons 
employé la réaction locale provoquée par l’injection intrader- 
mique des différents produits & des cobayes tuberculeux. Trois 
animaux sensibles furent utilisés pour les différentes dilutions 
d’un échantillon donné (1). 


2° MittgUX DE CULTURES (FRACTIONNEMENTS, DETERMINATIONS CHI- 
miqgues. — La plupart du temps, nous avons utilisé des cultures 
de souche bovine (Vallée) obtenues & 37° en milieu de Sauton. 
Ces cultures, agées de six 4 huit semaines, étaient d’abord 
filtrées sur papier, puis le filtrat était débarrassé complétement 
des corps bacillaires par filtration sur plaque d’amiante spéciale 
(filtre de Seitz pour sérum). 

Trois préparations protéidiques différentes furent obtenues 
a partir de ces filtrats : 

a) Le précipité obtenu par le sulfated ammonium a saturation. 
La totalité des protéides contenus dans le milieu de culture 
filtré précipite lorsqu’on dissout 60 grammes de SO‘(Am)? dans 
100 cent. cubes de filtrat. Gest donc cette méthode de préci- 
pitation que nous avons adoptée pour préparer nos protéides. 
Les filtrats furent laissés en présence du sulfate d’ammonium 
pendant vingt-quatre & quarante-huit heures, puis le précipité 
fut séparé par centrifugation. Nous avons remarqué la dénatu- 

(i) Tous les essais sur l’animal et les réactions tuberculiniques ont été 


effectués sous la direction et le controle de M. A. Boquel, A qui nous expri- 
mons de nouveau tous nos remerciements. 
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ration et la coagulation définitive d’une grande partie des pro- 
téides par le sulfate d’ammonium. Cette coagulation partielle, 
absolument constante, ne parait dépendre que du sulfate 
d’ammonium puisque ces mémes protéides résistent a l’influence 
des acides et des alcalis. 

Le précipité obtenu par le sulfate d’ammonium est constitué 
par un mélange de protéides et de polyosides aisément sépa- 
rables & laide de l’acide trichloracétique [3]. 

bh) Une préparation protéidique d’un deuxiéme type fut obtenue 
en dissolvant 10 grammes d’acide trichloracétique humide dans 
{00 cent. cubes de filtrat et en centrifugeant au bout d’une a 
deux heures. Le protéide ainsi obtenu — exempt de polyosides 
— était visiblement dénaturé et ne donnait que des svlutions 
fort louches dans Jes alcalis dilués. 

c) Une préparation protéidique dun troisiéme type est con- 
stituée par le précipité obtenu a l'aide de l’acide phospho- 
tungstique en présence d’acide sulfurique 4 environ N/2. Ce 
précipité, dissous dans les alcalis dilués a Ja neutralité, se pré- 
sentait comme une solution fortement colorée, parfaitement 
limpide, ne contenant pas de sucres simples, ni de polyosides. 
Les eaux-méres de la précipitation par l’acide phosphotungstique 
peuvent étre considérées comme un mélange impur de polyosides 
bacillaires ne contenant pas d’éléments protidiques complexes. 


3° Corps BACILLAIRES ET EXTRAITS BACILLAIRES. — Les bacilles 
furent obtenus par filtration sur papier des cultures décrites 
précédemment. Ils ont élé recueillis vivants, puis, aprés de 
nombreux lavages avec de l'eau distillée, nous les avons tués 
et déshydratés par l’alcvol absolu refroidi & — 10°, enfin nous 
Jes avons dégraissés par |’ éther froid. (Pour les détails de tech- 
nique, voir une précédente publication [4)). 

a) L’alcool qui a servi pour la déshydratation des bacilles et 
les extraits éthérés constituent la plupart de nos extraits lipoi- 
diques bruts. On les filtra séparément sur papier, puis sur 
bougie Chamberland I, ou sur filtre de Seitz, et on les concentra 
en général dans le vide en présence d’un volume connu d’une 
solution physiologique contenant 3 p. 1.000 d’acide phénique. 
L’émulsion ainsi obtenue fut gardée pour les essais biologiques. 

Ces extraits lipoidiques bruts pouvaient contenir des quan- 
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tilés appréciables de protéides et d'autres principes hydro- 
solubles; pour les en débarrasser, nous avons adopté la 
méthode suivante : l’extrait lipoidique filtré fut évaporé dans 
le vide, puis desséché complétement dans le vide en présence 
d’anhydride phosphorique. Le résidu fut repris dans la benzine 
anhydre puis dans |’éther anhydre et les solutions furent cen- 
trifugées puis filtrées sur papier filtre 4 texture serrée (papier 
Delta croix noire). Le filtrat fut évaporé de nouveau et desséché 
sur P20°. L’opération compléte fut répétée une troisiéme fois. 

Une seconde méthode fut adoptée quelquefois. Le filtrat de 
extrait lipoidique fut concentré dans le vide jusqu’a un résidu 
constitué en majeure partie par de l’eau, puis |’émulsion gros- 
siére ainsi obtenue fut transvasée dans un entonnoir 4 décan- 
tation et extraite par ’éther par une vigoureuse agitation avec 
ce solvant. Dans ces conditions, les graisses se séparenten deux 
parties : a) une partie soluble dans !’éther passe dans la phase 
éthérée; 6) une fraction insoluble dans |’éther forme une émul- 
sion & Ja surface de l’eau, enfin les corps solubles dans ]’eau 
quittent les graisses pour la plupart. 

b) Pour obtenir des protéides et d'autres principes hydroso- 
lubles a partir des corps bacillaires déja épuisés a froid par 
Valeool et l’éther : ceux-ci furent complétement desséchés 
dans le vide sulfurique, puis broyés, finement pulvérisés et 
extraits par une solution a 41 p. 100 de phosphate disodique 
pur en présence d’acide phénique a 3 p. 1.000. 


4° PLusikURS CONTROLES CHIMIQUES FURENT EFFECTUES SUR NOS PRE- 
PARATIONS. — a) Réactions qualitatives : en général, nous avons 
controlé la présence de protéides par les réactions suivantes : 

1° Précipité obtenu a l’aide de l’acide trichloracétique ; cette 
réaction qui est, avec celle obtenue & l’aide de l’acide sulfo- 
salycilique, 4 peu prés l’unique réaction véritablement spéci- 
fique des protéides, est excessivement sensible. Si nous ne 
l'acceptions pas comme critére de la présence de protéides, 
toute définition expérimentale de ces corps nous échapperait. 
Mais si nous l’acceptons comme un test des protéides, cela ne 
peut étre que dans un but pratique et il faut se garder d’en 
déduire des conclusions théoriques absolues. En effet, tout 
d’abord, nous n’avons aucune garantie en ce qui concerne le 
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comportement des protéides vis-a-vis de l’acide trichloracétique 
dans des milieux tres impurs, en particulier en présence d’une 
émulsion de lipides. Ensuite, comme nous le montrerons plus 
loin, il existe tout un groupe de substance azotées donnant des 
réactions qualitatives des peptides ou des acides aminés, qui ne 
précipitent pas par l’acide trichloracétique, mais qui précipitent 
par l’acide phosphotungstique. Nous désignons cette fraction 
sous le nom de proféoses bacillaires simplement pour la com- 
modité. Kn effet, ces corps ne sont pas nécessairement des pro- 
téoses — c'est-a-dire des produits de dégradation hydrolytique 
ménagée des protéides —, mais ils peuvent étre des protéides 
particuliers 4 caractéres basiques tels que des histones ou des 
protamines. 

2° Les réactions des groupements peptidiques ou des acides 
aminés : ninhydrine, biuret, Adamkiewitz, Millon, xantho- 
protéique. 

La présence d’éses fut controlée par la réaction de Molisch. 

b) Détermanations quantitatives : 1. Nous avons dosé la tota- 
lité des substances lipoidiques contenues dans les différents 
extraits par la méthode de Kumagawa-Suto. Cette méthode 
consiste dans les opérations suivantes : extraction continuée 
pendant plusieurs heures dans l’appareil de Kumagawa par 
Valcool, par la benzine, puis par |’éther ; évaporation des 
extraits, dessiccation, puis reprise dans |’éther et la benzine 
anhydres ; dessiccation et pesée. 

2. Les groupements réducteurs furent dosés par !a méthode 
de G. Bertrand aprés hydrolyse par les acides minéraux étendus. 
Celle-ci fut effectuée par SO‘H? 2N pendant une heure 4 120°. 

3. Les dosages d’azote furent effectués par la méthode de 
Kjeldahl dans l’appareil de Parnas et Wagner. 

4. Les dosages de phosphore furent faits d’aprés la méthode 
de M. A. Machebeeuf [5]. 

5. Les déterminations de cendres ont élé effectuées dans des 
capsules de platine aprés calcination. 


5° ExpirigNCEs DE DIALYSE. — Les dialyseurs furent préparés 
& partir d'une solution de collodion 4 5 p. 100 dans alcool et 
l’éther a parties égales. Nous avons employé deux couches suc- 
cessives de collodion dont la premiére fut séchée pendant deux 
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minutes et la seconde pendant six minutes. Les sacs ainsi 
obtenus ne se laissaient pas traverser par une solution aqueuse 
de rouge Congo, donc ils étaient par définition imperméables 
aux protéides. 


R&SULTATS OBTENUS. 


1° ReLATIONS ENTRE LES PROTEIDES DU BACILLE TUBERCULEUX ET 
L’ACTIVITE TUBERCULINIQNE. — Bien qu’il soit difficile de définir 
un protéide naturel, si la tuberculine était identique aux pro- 
téides bacillaires, on devrait s’attendre : 1° &ce que l’activité 
tuberculinique disparaisse parallélement & la dénaturation des 
protéides; 2° & ce qu'elle ne dialyse pas; 3° a ce qu'elle pré- 
cipite entiérement et dans toutes les conditions dans lesquelles 
les protéides naturels doivent précipiter en totalité. En fait, 
aucune de ces conditions n’est réalisée. 

Pour ce qui concerne tout d’abord la dénaturation des pro- 
téides, il faudrait avant tout adopter une définition adéquatle et 
suffisamment générale pour caractériser ce processus. En effet, 
la dénaturation des protéides est un processus tout & fait parti- 
culier qui peut s’accompagner ou non d’une modification appa- 
rente de la dispersion des protéides. La coagulation n’est ainsi 
qu'un épiphénoméne de la dénaturation proprement dite, épi- 
phénoméne qui se produit lorsque certaines conditions se 
trouvent réalisées (voir par exemple H.-A. Barrer [6]). La défi- 
nition la plus générale de la dénaturation est la diminution de 
la stabilité de dispersion des protéides qui se transforment par 
ce processus, en quelque sorte, de colloides hydrophiles en 
colloides hydrophobes. Les protéides seront alors précipités 
comme ces derniers par une quantité relativement faible de 
sels neutres et surtout par de faibles quantités d’acides, donc a 
un pH qui correspond en général a leur point isoélectrique (1). 

Nous avons principalement étudié les protéides contenus 
dans le milieu de culture des bacilles. Ces protéides ont un 
comportement tout a fait paradoxal vis-a-vis des agents déna- 


(1) En effet, la dispersion des colloides hydrophobes dépend de leur charge, 
tandis que la dispersion des colloides hydrophiles est une vraie solubilité 
qui est condilionnée par les affinités du corps dissous pour le solvant 
(J. Loeb [7]). De faibles quantités de sels ou des traces d’acides suffisent pour 
diminuer la charge des micelles colloidales au-dela d’une valeur critique, 
qui, seule, permet la conservation de la dispersion (Northrop (8}) 
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turants habituels des protéides. En effet, ils sont trés résistants 
vis-a-vis des acides et des alcalis minéraux et de la chaleur, 
mais ils sont dénaturés et coagulés partiellement par les coo- 
centrations en sulfate d’ammonium nécessaires pour les préci- 
piter. La fraction des protéides qui n’est pas coagulée par le 
sulfate d’ammonium n'est que trés peu modifiée par cet agent, 
puisqu’elle donne de trés bonnes solutions dans |’eau distillée 
ou dans les solutions salines. Mais l’acide trichloracétique 
dénature entiérement les protéides contenus dans les milieux 
de culture, puisque le précipité trichloracétique lavé & l’éther 
et séché d’aprés le procédé de Seibert [9], ne donne que des 
suspensions louches et seulement dans les alcalis dilués. Men- 
tionnons encore que les protéides originels contenus dans les 
milieux de culture fraichement obtenus ne précipitent nulle- 
ment et & aucun pH par les acides minéraux étendus ou par 
Vacide acétique. 

Cette précipitation isoélectrique décrite par de nombreux 
auteurs [10] ne se produit que dans les filtrats conservés depuis 
un certain temps; elle doit traduire alors un début de dénatu- 
ration spontanée des protéides. 

Il n’y a enfin aucun parallélisme entre la dénaturation des 
protéides et leur activité tuberculinique. Ainsi, le précipité 
obtenu par l’acide trichloracétique, tout en étant complétement 
dénaturé, est une trés bonne tuberculine, tandis que la fraction 
non dénaturée du précipité obtenu par le sulfate d’ammonium 
ne posséde, aprés dialyse, qu’une activité tuberculinique insi- 
gnifiante. [1 en est de méme pour les protéides extraits des 
corps bacillaires par des solutions de phosphates dans des con- 
ditions ou aucune dénaturation ne doit se produire. Nous avons 
indiqué dans le tableau I la valeur moyenne d'un trés grand 
nombre de déterminations : 

TasLeau I. — Activité tuberculinique et dénaturation 


des protéides hbacillaires. 
DOSE 
minimum active 
en milligramme 
Protéide obtenu par le sulfate d’ammo- Be Proiéides 
PAINE (CONEVNESIS) 6) bn 6 eS) oeceio o ome 5 a 410/ 1.000 
: ; ara S non dénaturés. 
Protéide extrait des corps bacillaires . . 5 a 10/ 1.000 
Protéide obtenu par l’acide trichloracé- 


CLQUCH Ets Monet et em tectsy ete 1a 5/10.000 Protéide dénaturé. 
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La dose minimum active est la quantité de protéide see contenee dans le 
votume minimum qui a encore provegué chez les cohayes tuberculeur ane 
pape retle av bout de vingt-quatre heures. 


ILest cepeadant manifeste que lorsqu il y a coagulation pre- 
prement dite des protéides, activité tubereulinique de Is pré- 
paration tout entidre disparait pour ls majeure partie. Ainsi 
sexplique ls valeur fort inconstante de Pactivité tuderculinique 
des precipités obtenus par le sulfate @ammonium a saturation. 
Il ‘agit ici du précipité non dialysé, puisque, comme nous 
allons le montrer, la tuberculine dialyse, — fait qui suffit & lai 
seul pour expliquer linactivité quasi-complate des préparations 
dialysées. En effet, si on dose [activité tubereulinique des pre- 
cipités bruts ebtenus par le sulfate d ammonium & saturation 
contenant un mélange de protéides coagulés et ron coagulés, 
on trouve parfois une bonne activilé et d'autres fais une absence 
quasi-totale de toute activité. Toutefais, il est presque certain 
que la disparition fréquente de [activité tuberculinique ne 
depend pas de la dénaturation proprement dite des protdides, 
mais de Pentrainement de la tubereuline par le coagulum com- 
pact des protéides. Une expérience tris simple sufiit peur 
prouver cette conception. Si Pon étudie lsetivité tubereulinique 
des eaux de lavages suecessifs du coagulum, on observe que 
es premier et second lavages donnent une tuberculine an 
moins aussi active et souvent méme plus active que les eaux- 
méres proprement dites du coagulum; cependant ceite activité 
S épuise trés vite et, & partir du troisidme lavage on ne trouve que 
des traces infimes de substance active. Ces résultats sont repre- 
duits dans le tableau II. Ce comportement correspead le mieux 
& celui que devrait avoir une substance emprisonnée dans un 
coagulum imperméable & Dean, dont la surface seulement 
étant accessible au solvant, permet la mise en liherté duane 
quantité relativement faible de cette substance. quaniité gui 
s €puise dailleurs tras vite lorsqu’en renouvelle le salvant. 

L’étude des relations entre la dénaturation des protéides ef 
lactivité tuberculinique oriente done netiement nes ides Vers 
la conception, qui se ‘précisera d’ailleurs ultérieurement, que 
la tubereuline est simplement une substance fortement adsan 
bable par les protéides et non les protéides proprement dits. 

ll n'y & pas non plus de relation obligatoire entre la préei- 


a 
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Vins I — Activité 4) tuberculinique du précipité brut obtenu 
par le sullate dammonium 4 saturation et les eaux de lavage 
succemsives de ce précipité. 

FRAME 
nisisua aAGl 
a cealimAre cape 


PICRIne WOE Se ee FS ee FS 4/100 4 4/10. 000 
Vaus-inéres du coaguinm...-..--2-270.4 4/109 
Premier lavage. ....-. pee en eee 4{/100 44/ 1.600 
TR LT el a ar aa a Afi00 4 4/ 1.600 
SEOOIME NAVAL he SSeS OF Ly Lt, es 2? 


priation des protéides et Ventrainement par eux de toute acti- 
vilé tuberculinique des filtrats. IN faut toutefois accepter cette 
conclusion avec certaines réserves. En effet, toutes nos connais- 
sances concernant la précipitabilité des protéides ressorient de 
Vétude des solutions protéidiques relativement concentrées. Or, 
Jes milieux de culture des bacilles sont des solutions protéi- 
diques excessivement diluées (0,2 40,6 p. 1.000). Donc, d’une 
part, nous ne savons pas si les conditions de solubilité des 
protéides ne sont pas trés modifies dans des milieux aussi 
dilués (2) et, dautre part, nous n’avons aucun moyen de con- 
tréler dune facon directe si notre précipitation est compléte ou 
si elle ne lest pas. Quoi qu'il en soit, il apparait que l'agent 
précipitant par excellence des protéides, Vacide trichloracétique 
ne précipite qu'une partie relativement faible de l'aclivité tuber- 
culinique des filtrats de milieux de culture. L’acide phospho- 
tungstique en présence d acide sulfurique enléve, par contre, 
praliquement toute J’activité tuberculinique contenue dans les 
filtrats de six semaines. Disons tout de suite que cette action de 
Yacide phosphotungstique est une précipitation réelle et nulle- 
ment une inactivation de Ja tuberculine. En effet, si on dissout 
au bout dune heure, ou méme plus, Je précipité phospho- 
tungstique dans de la soude, on restaure entiérement lactivité 


(1) Les activités sont exprimées par des dilutions d’un volume originel 
toujours le méme par rapport au volume primitif du filtrat des milieux de 
culture. Pour la commodité de la comparaison, nous avons pris un volume 
originel diz fois plus faible que celui du filtrat des milieux de culture; ce 
volume correspond ainsi censiblement 4 celui de la tubercaline brate-. 

(2) Cette objection est d’autant plus fondée qu’actuellement on admet que 
Jes protéides sont des mélanges de plusieurs polypeptides formant systéme 
réversible et dissociable \Soerensen) 41). Dans un tel systeme — par suite 
de la réversibilité — les polypeptides individuels doivent tendre 4 <isoler de 
plus en plus 4 mesure que ja dilution augmente. 
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tuberculinique des filtrats. I! est trés intéressant d’étudier 
l’influence successive de l'acide trichloracétique d’abord, puis 
de l'acide phosphotungstique en milieu sulfurique sur le méme 
filtrat. On observe alors que, malgré que les deux tiers a peu 
prés des substances azolées complexes soient précipités par 
l’'acide trichloracétique, et un tiers seulement ensuite par l’acide 
phosphotungstique, ce dernier entraine au moins 10 fois plus 
de tuberculine que l'acide trichloracétique (tableau III). 


Tasteau II]. — Relations entre la précipitation des substances 
azotées (protides et protéides) et lactivité tuberculinique des 
filtrats de milieux de culture. 

VOLUME 
minimum actif 
en centimétre cube 


4° Filtrat déféqué par lacide trichloracé- 
4/10.000 & 4/100.000 


KOK ghar” at cede Behe Moe SSOGRS hte 
2° Filtrat déféqué par Jlacide phospho- 
tungstigue:|. Zyatala is ote arteries te 4/400 
3° Activité du filtrat primitif. ....... 4/410.000 & 1/100.006 
MILLIGRAMMES VOLUME 
dAz minimum actif 
par litre en centimétre cube 
a) Précipité trichloracétique. ...... 50 a 60 4/ 4.000 


b) Précipité phospholungstique obtenu a 
partir du filtrat du précipité trichlo- 
Pa CObiC Wee ty nose eee ian es ee ce chev. 30 a 50 4/10.000 


Tous les chiffres se rapportent 4 des filtrats de cultures agées de six 
semaines. Les volumes sont exprimés par rapport 4 un filtrat de milieu de 
culture dix fois plus concentré que le filtrat réel. Les chiffres deviennent 
ainsi 4 peu prés comparables a des dilutions égales de tuberculine brute. 


Avec les réserves que nous avons établies ci-dessus, ces 
résultats. paraissent prouver deux faits différents : 1° que les 
protéides naturels véritables, c’est-a-dire les substances azotées 
trés complexes, ne sont tuberculiniques que par suite de 
adsorption d’une substance active particuliére; 2° cette 
substance accompagne plutét des substances azolées moins 
complexes qui ne sont précipitables que par l’acide phospho- 
tungstique en milieu sulfurique, donc dans les conditions de 
précipitation des protéoses animales. Pour la commodité du 
langage, nous désignons ces substances par le terme de pro- 
téoses en remarquant toutefois qu’elle peuvent étre non seu- 
lement des protéoses proprement dits, donc des produits de 
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dégradation des protéides (par exemple par suite d’un processus 
autolytique), mais aussi des protéides particuliers relativement 
simples a caractére basique (hislones ou protamines) ou méme 
des « alcaloides » microbiens plus ou moins complexes. 

Les expériences de dialyse confirment encore la conception 
que nous avons émise en ce qui concerne la nature de la tuber- 
line. En effet, depuis que nous connaissons les protéides, nous 
considérons comme l’une de leurs propriétés les plus caracté- 
ristiques, le fait qu'il ne traversent pas les membranes appelées 
communément dialyseurs. La tuberculine, par contre, traverse 
partiellement ou lotalement et dans toutes ses formes les dia- 
lyseurs. Nous avons effectué des expériences avec les filtrats 
de milieu de culture synthétique (milieu de Sauton), avec la 
tuberculine brute (culture sur bouillon), avec le précipité 
obtenu par le sulfate d'ammonium (tableau IV). 


TasLeau IV. — Influence de la dialyse sur l'activité tuberculinique. 


VOLUME 
minimum actif 
en centimétre cube 


I. — Milieu de culture synthétique (Sauton) : 


SAULOMLAVanLMadialyS@leg ot. igen its - 1/30.000 
SAUEONUGCIAIYSC Srwermer Mute eu te emt Mek ene 41/ 3.060 
DIaySatyerd outs se SblF east Soo aay esas 1/1.000 & 4/3.000 
Il. — Tuberculine brute : 
AwantelasdialySe=e ime cu ects pe Capit |oyloacatts 4/40.000 
LY ORES IE CNEILSOS 6.18 6) Reo Ste oe Geo Doe 4/1.000 & 1/5.000 
DialVsatnwetas aes wee cept ae os ee sq es at eae 4/1.000 
Ill. — Précipilé oblenu par le sulfate dammonium : 
AZ VOLUME 
trichloracélique minimum actif 
p- 10 en centimétre cube 
INSET CANE" 606, GB old WS GE Sarena ac 0,17 4/100 
pres dialy se sitey sirek te t-tes Mo. mens 0,45 4/4100 
IDI NEU Gu eis be Gh Geom Ob mom canon itech Orn » 4/100 


Toutes les dialyses furent effectuées dans des sacs de collodion préparés 
comme il a été décrit précédemment (voir page 569), a la glaciére pendant 
deux a trois jours contre un volume connu d’une solution aqueuse d’acide 
phénique a 5 p. 1.000 et c’est par calcul sur le volume et sur Ja dilution ainsi 
obtenus que sont établis les chiffres ci-dessus indiquant les concentrations. 


Il est intéressant de noter que si la tuberculine parait dia- 
lyser assez vite, les substances précipitables par acide trichlo- 
racétique ne dialysent que d’une fagon tout a fait insignifiante 
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(voir tableau IV). Nous voyons ici une confirmation non seule- 
ment du fait négatif qui consiste dans l’absence de relations 
étroites entre les substances précipitables par l’acide trichlora- 
cétique et la tuberculine, mais aussi de la valeur de la définition 
substances précipitables par l’acide trichloracétique. Kn effet, 
ces substances sont formées en majeure partie de corps azotés 
non dialysables, donc de protéides proprement dits. 

Tous ces faits établissent clairement l’impossibilité de relier 
l'activité tuberculinique & la présence des protéides bacillaires. 
Ils nous conduisent, d’autre part, 4 chercher le support (ou les 
supports) de l’activité tuberculinique dans quelques substances 
moins complexes que les protéides naturels contenus essentiel- 
lement dans le précipité phosphotungstique des filtrats de 
milieux de culture. En fait, le probleme est plus complexe 
puisque les protéides contractent souvent des relations étroiles 
avec des lipides (Machebeeuf, etc...) et aussi avec des glucides 
(Soerensen, Willstaetter, etc... [13]) et la tuberculine pourrait 
étre, & Ja rigueur, une substance particuliére qui ne serait que 
supportée par les différents protides, tout en appartenant a l'un 
ou l'autre des deux autres groupes de principes immédiats. 

On peut affrmer a peu prés avec certilude qu’iln’y a aucune 
relation entre les glucides et lactivité tuberculinique. Kn 
effet, les substances qui précipitent par l’acide trichloracétique 
ne contiennent pas trace de substances réductrices (Sandor et 
Schaefer (14]) et il en est de méme pour les substances qui pré- 
cipitent par acide phosphotungstique en milieu sulfurique. 
Pourtant, ces deux groupes de substances sont trés actifs du 
point de vue tuberculinique. Par contre, de curieuses relations 
existent entre certaines substances lipoidiques et l’activité tuber- 
culinique, relations qui méritent d’étre étudiées de plus pres. 


Il. RELATIONS ENTRE LES SUBSTANCES LIPOIDIQUES DU BACILLE 
TUBERCULEUX ET LA TUBERCULINE (1). — Toutes les préparations 
étudiées ci-dessus contiennent de faibles quantités de substances 
lipoidiques, fait qui confirme la généralité des relations qui 
existent entre des protéides naturels et des lipides [13]. Le 
tableau V résume quelques déterminations. 


(1) Ges recherches ont été effectuées en collaboration avec M. A. Boquet. 
(C. R. Soe. de Biol., 416, 1934, p. 938.) 


PROBLEME PHYSICO-CHIMIQUE DE LA TUBERCULINE 577 


Tabteau V. — Teneur en substances lipoidiques 
des substances azotées hydrosolubles des bacilles tuberculeux. 
EXTRAIT LIPOIDIQUE 


p- 100 
de matiére séche 


1° Précipité obtenu par le sulfate d’ammonium.... . 6A 7 
2° Protéides extraits des corps bacillaires par une solu- 

tion de phosphate disodique A1p.100....... 8 a 10 
3° Précipité obtenu par l’acide phosphotungslique (cal- 

culé par rapport & la substance organique). . . . . 45 a 20 
4° Précipité obtenu par l’acide trichloracétique. .. . . 6a 7 


La teneur en substances lipoidiques fut déterminée par la méthode de 
Kumagawa-Sulo. 


A priori, il serait parfaitement admissible que ces impuretés 
soient de véritables substances actives et, pour résoudre défini- 
tivement ce probléme, il faudrait pouvoir séparer compléete- 
ment les substances lipoidiques des protéides. Cependant cela 
n'est pas possible sans Vemploi d’agents par trop brutaux 
[alcool a température élevée] (1). 

Les relations qui paraissent exister entre la tuberculine con- 
tenue dans les corps microbiens et les substances lipoidiques, 
nous ont permis de répondre a cette question de facon indirecte. 

En effet, en étudiant les conditions d’extraction de la tuber- 
culine des corps bacillaires, nous avons trouvé ce fait tout a 
fait inattendu, que l’'agent de beaucoup le plus efficace est 
constitué par l’alcool éthylique et par l’éther agissant sur les 
corps bacillaires traités au préalable par Valcool éthylique. 
L’eau, par contre, contenant ou non des sels neutres, ou diffé- 
rents antiseptiques s’est révélée tout a fait inefficace. 

A examen du tableau VI, il apparait clairement que l’eau 
a elle seule est complétement incapable d’extraire en quantité 
appréciable de la tuberculine des corps bacillaires. Il est mani- 
feste, d’autre part, que ce fait n’est pas di aux propriétés de 
solubilité de Ja tuberculine proprement dite, mais 4 l'état 
physique ou chimique dans lequel elle se trouve dans les 
bacilles vivants. En effet, lorsque les bacilles sont tués par la 
chaleur, d’importantes quanlités de tuberculine passent dans 
l'eau. En ce qui concerne I’influence des solvants organiques, il 
est manifeste que celle-ci posséde un caractére spécifique, 


(1) Voir ce quia été dit & ce sujet dans une précédente publication [3]. 
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TasrEAu VI. — Extraction 
de la tuberculine a partir des bacilles tuberculeux vivants. 
ACTIVITE 
SOLVANT EMPLOYE DURKEE D'INFLUENCE tuberculinique 
: en centimétre cube 
Bat distitige fe). see ee ene 24 heures & une semaine. 4/400 
Rau physiologique™s) (2th 21 renee 24 heures a une semaine. 4/100 
Eau distillée + thymol........ 4 a 2 jours. ? 
Eau distillée + acide fténiquea 5 p. 1.000. 4 4 2 jours. 2 
Eau distillée a chaud (20 minutes 4 1209), 20 minutes. 4/1.000 
AGELONE FFeh s, Ue Lister en cles te tone 3 4 4 2 heures. 0 
Alco olcéthyliqueys ate tum ueeienee 4 & 2 heures. 4/1 000 a 1/10.000 
Bither-apres lialcOOW e-store 4 a 2 heures. 4/41.000 & 4/40.000 


Les extractions furent effectuées 4 0° ou 4 la température du Jaboratoire. 
Les dilutions furent effectuées a partir d’un volume primitif dont 1 cent. cube 
correspondait 4 100 milligrammes de bacilles secs. 


puisque l’acétone n’extrait pas de tuberculine, tandis que 
alcool en extrait (1). Il est enfin certain que ce n’est pas la 
présence de quelques protéides solubles dans les sqlvants orga- 
niques de titre assez élevé qui condilionne |’extraction de la 
tuberculine par l’alcool. En effet, alcool absolu agissant sur 
les corps bacillaires complétement déshydratés au préalable 
par des lavages rapides & l’alcool, dissout autant de tubercu- 
line que l’alcool plus ou moins hydraté. Enfin, |’éther anhydre 
dissout aussi de la tuberculine des corps bacillaires déshydratés 
par l'alcool. Les protéides et les protéoses sont cependant com- 
plétement insolubles dans l’alcool absolu et l’éther anbydre. 

A priori, deux explications se présentent & l’esprit : 1° Ja 
tuberculine est une substance lipoidique, ou 2° la tuberculine 
est fixée dans les corps des bacilles vivants & quelques complexes 
lipoidiques. Le fractionnement des extraits lipoidiques nous a 
montré clairement que c’est cette deuxiéme explication qui 
doit correspondre & la réalité. 

En elfet, tout d’abord, lorsque l’extrait lipoidique desséché 
complétement est repris par l’éther et la benzine anhydre et que 
Yon répéte cette opération plusieurs fois, — comme elle a été 
décrite ci-dessus, on s’apercoit que les solutions éthérées et 


(1) Au cours de leurs recherches sur les propriétés réactionnelles de l’anti- 

ene méthylique a l’égard des animaux tuberculeux, A. Boquet et L. Négre 
avaient déja montré que l’alcool méthylique entraine une partie de la tuber 
culine contenue dans les corps microbiens dégraissés par l’acétone. 
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benzéniques s’appauvrissent successivement en tuberculine, 
et qu’aprés 3 traitements successifs ils n’en contiennent plus. 
Le résidu insoluble dans 1’éther et la benzine soluble en partie 
dans l’eau est, par contre, riche en tuberculine (tableau VII). 


Tasteau VIl. — Fractionnement des extraits lipoidiques 
et activité tuberculinique des différentes fractions. 
ACTIVITE 
1° Purification par épuisement des extrails secs avec des solvants ae 
anhydres : 
Fraction soluble dans l'éther et Ja benzine apres 
Te UREAPLEMICTE IU CSSCC COLON “ane ae ae ++ 
RESIN. saad an eA oat ts he NDAD, PRACSEA TOS +-+-- 
Fraction soluble dans l’éther et la benzine apres 
Il. une seconde dessiccalion. ........... + 
RESUCUNnfee eevee rite toes? ve. loose ek akties Nav mies ick. +4++ 
Fraction soluble dans l’éther et la benzine aprés 
Ill. une troisieme Gessiccalionn . 5... + as 0 
RRESICU Ys 25 cage eee eaee « RRS GARTERS DA* om cheap hee te +++ 
2° Extraction des émulsions aqueuses d'extraits lipoidiques par 
Véther dans des boules a décantation : 
ERASCICUNCKCCHA Se cmtcet «Oh Mea. Sec ts keh es 2 0 
EMmiulStOmo eyes ane ee acai ve ce eared athe peepee te pen ee +4+4++ 
Phasesaquenuseshomogoner se) wcpgniek oie ion: Ikoural « ++ 
Phase aqueuse centrifugée et fillrée .......... 0 
3° Fractionnement de la fraction hydrosoluble des extrails 
lipoidiques : 
Précipité obtenu par l’acide phosphotungstique... . 0 
Eaux-méres du précipité phosphotungstique. ..... +++ 


On obtient un résultat de méme ordre en traitant |’émulsion 
aqueuse de l’extrait lipoidique par de l’éther dans un entonnoir 
4 décantation. Dans ces condilions, les substances solubles 
dans |’éther ne possédent pas d’activité et celle-ci reste entie- 
rement dans la phase aqueuse. L’étude de cette derniére donne 
encore deux renseignements intéressants. 

La phase aqueuse séparée de la phase éthérée, donc des 
substances solubles dans |’éther, contient encore une abondante 
émulsion qui monte & sa surface. Cette émulsion est principa- 
lement constituée par des substances lipoidiques insolubles dans 
l’éther et solubles dans la benzine, cependant, premier rensei- 
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enement intéressant, de la tuberculine fend ase concentrer dans 
cette émulsion aqueuse de substances lipoidiques (voir tableau 
VII, n° 2). Cette émulsion aqueuse peut étre cassée par une 
centrifugation énergique et la phase aqueuse limpide, qui seule 
persiste, a alors perdu toute son activité. 

Le deuxiéme renseignement est obtenu par le fractionnement 
des substances hydrosolubles contenues dans les extraits 
lipoidiques. Ces substances constituent, en particulier, le résidu 
hydrosoluble des épuisements éthérés et benzéniques des extraits 
lipoidiques et entrainent avec elles, comme nous |’avons vu 
(Tableau VII, n° 1), toute l’activité tuberculinique. Cependant 
la solution aqueuse de ces substances peut étre traitée par 
lacide phosphotungstique en milieu sulfurique sans que son 
activité tuberculinique disparaisse ou diminue. 

Finalement nous voyons que la tuberculine, qu'elle soit liée 
aux corps bacillaires ou qu’elle passe dans le milieu de culture 
des bavilles, est, au fond, toujours hydrosoluble.et insoluble 
dans les solvants organiques anhydres. Ses — propriétés 
de solubilité, lorsqu’il s’agit de bacilles vivants, doivent alors 
étre condilionnées par des liaisons particuliéres de nature 
physique ou chimique qui existent dans ceux-ci entre des 
substances lipoidiques et la tuberculine. Ces substances lipoi- 
diques doivent appartenir au méme groupe auquel appartient 
probablement I’hapténe lipoidique (M. A. Machebeeuf, G. Lévy, 
Y. Dieryck, A. Bonnefoi el M. Faure [45, 16]). En effet, elles 
sont solubles dans l’alcool et l’éther et insolubles dans l’acé- 
tone comme des phosphatides. Les deux témoins les plus impor- 
tants de l’infection tuberculeuse, la tuberculine et l’hapténe 
lipoidique, paraissent ainsi liés dans les hacilles vivants. 


Nos recherches montrent que les caractéres de solubilité de 
la substance support de l’activité tuberculinique, dépendent 
des substances qui l’accompagnent. Ainsi dans les milieux de 
culture, la tuberculine parait contracter des liaisons avec des 
protéides et surtout avec des substances azotées moins com- 
plexes, tandis que dans les corps bacillaires elle accompagne 
surtout quelques substances lipoidiques. Puisque ces subs- 
tances disparates ne peuvent étre toutes des substances tuber- 
culiniques, on est conduit & supposer que la substance tuber- 
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culinique active est excessivement adsorbable. De ce fait, ses 
propriétés de solubilité propres sont masquées par celles des 
substances qui l’accompagnent. Cette hypothese s’appuie sur la 
facilité avec laquelle la tuberculine est adsorbée par les coagula 
protéidiques et les émulsions de graisses (1). 

Nous venons de démontrer que la tuberculine n’est certaine- 
ment pas un ose ou un polyoside, ni une substance lipoidique, 
ni un protéide banal. Mais les fractionnements ultérieurs 
pourront seuls permettre d’élucider sa nature chimique réelle. 


Résumé. 


1° Les protéides bacillaires banaux ne sont pas les substances 
tuberculiniques proprement dites. Car il n’y a aucune relation 
nécessaire entre la dénaturation des protéides et leur activité 
tuberculinique; d’aulre part, les eaux-méres de précipitation 
des protéides sont encore trés fortement actives du point de vue 
tuberculinique; enfin, la tuberculine traverse facilement les 
membranes imperméables aux protéides. 

2° La tuberculine contenue dans les milieux de culture syn- 
thétiques des bacilles accompagne de préférence les substances 
qui précipitent par !’acide phosphotungstique en milieu acide. 

3° La tuberculine ne peut pas étre un ése ou un polyoside, 
parce que plusieurs préparations tuberculiniques actives ne 
contiennent pas de quantités décelables de substances réduc- 
trices avant comme aprés Vhydrolyse acide. 

4° Dans le corps des bacilles vivants, la tuberculine doit étre 
adsorhée ou fixée d’une autre facon par des substances lipoi- 
diques solubles dans I’alcool et I’éther et insolubles dans 
Vacétone. En effet, les extraits alcooliques et éthérés sont plus 
actifs que n’importe quel autre extrait obtenu a partir de bacilles 
vivants, tandis que les extraits acétoniques sont inactifs. 

5° La tuberculine n’est pas une substance lipoidique. En 
effet, au cours du fractionnement des extraits lipoidiques, elle 


(4) L'adsorbabilité est un caractére commun a tous les hapténes bacil- 
laires, fait sur lequel nous avons eu loccasion d’insister dans une précé- 
dente publication (G. Sanvor. Contribution a@ l'élude des antigénes des microbes 
pathogénes. Edit. : Doin, Paris, 1935). Ce caractére rapproche les antigénes 
des microbes pathogénes des diastases. 
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perd lentement sa solubilité dans les solvants organiques et 
elle devient soluble dans l'eau. 

6° La tuberculine est probablement une substance trés adsor- 
bable qui épouse ainsi volontiers les propriétés de solubilité des 
substances qui l’accompagnent. On peut done encore tirer une 
conclusion définitive sur sa nature chimique véritable. 
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ERRATUM 


Article de R. Laporte (ces Annales, 57, octobre 1936, p. 400. 

Page 441, lignes 32 et 33, au lieu de: Fig. 2. — Subcultures sur milieu de 
Loewenstein des variantes R eugoniques (a droite) et S dysgoniques (4 gauche). 
Lire : Fig. 2. — Subcultures sur milieu de Loewenstein des variantes R eugo- 
niques (a gauche) et S dysgoniques (a droite). 
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